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حوضيه جنيوبي  suipsac suibogoeNبررسيي مورفوليوژيكي و مولكيولي جمعييت گاومياهي خيزري 
 انجام شد. PLFR-RCPخزر به روش 
موجيود در حوضيه جنيوبي خيزر صيورت گرفيت.  suipsac.Nاين تحقيق بيه منويور شناسيايي جمعييت 
نمونيه بيرداري بيه روش تراولينيگ از منطقيه انزليي، تورسياليك در چيالود و تيورپره در بنيدر تيركمن 
نمونيه  53نمونيه و از منطقيه بنيدرتركمن  15نمونه، چالود  15انجام شد كه در نهايت از منطقه انزلي 
 –هاي مياهي ميورد مطالعيه بيه روش فنيل  نمونيهاز باليه  ANDجميع آوري شيد. اسيتخراج  suipsac.N
 جفييت پرايميير متفيياوت اسييتفاده شييد. كييه پرايميير اول( 3از  RCPكلروفيرم انجييام گرفييت. جهييت انجييام 
حاصيل  RCPطراحيي شيده بيود و وزن محصيول  pooL-Dبر اساد توالي نوكلئوتيدهاي 1OG,OG(
) 1YC,2Dا بدست آمد و پرايمر دوم(ه جفت باز براي تمام نمونه 174حدود  suipsac.Nشده از گونه 
طراحيي شيده بيود و  pool-Dو ناحييه   ANRt 2، ژن  bبر اساد توالي نوكلئوتيدهاي ژن سييتوكروم 
جفت باز بيراي تميام نمونيه هيا بدسيت آميد و پرايمير  117، حدود  suipsac.Nاز گونه  RCPمحصول 
طراحي و  sumotsonalem.Nماهي  pool-Dبر اساد توالي نوكلئوتيديهاي 682AG,68AG( سوم(
جفييت بيياز بييراي تمييام نمونييه هييا بدسييت آمييد، كييه چييون وزن  113حاصييل حييدود  RCPوزن محصييول 
پرايمر دوم بيش از پرايمر ديگر بيوده اسيت در نتيجيه جهيت هضيم آنزيمي  از  RCPمولكولي محصول 
م اسيتفاده شيد كيه تنهيا آنيزي 74پرايمر دوم استفاده شد. هضم آنزيمي در ايين بررسيي از  RCPمحصول 
نمونه ها با استفاده  RCPپرايمر دوم محل قطع داشتند. محصولات  RCPآنزيم برروي محصولات  21
 – IsaT – IasR -IobM -IarD -)IRSB(INeSB - )IAmsB(I62wlA آنيييزيم كيييه شيييامل  21از 
رفتنيد و ميورد هضيم آنزيميي قيرار گ  I51usB - I1 niHI- 5821hsB - )IIIeaH(IRusB  IIcniH
(ژل پلي اكريل آميد) و رنگ آمييزي  EGAPنمونه ها با استفاده از الكتروفورز سيستم  ANDباندهاي 
 نيترات نقره مشاهده گرديدند. 
ها  آنزيم ميورد اسيتفاده بيراي تميام نمونيه 21با توجه به الگوهاي هضم آنزيمي، باندهاي ايجاد شده براي 
كمن يكسان ويك اندازه مي باشد. با توجيه بيه نتيايج فيوا و اينكيه در سه منطقه، انزلي، چالود و بندر تر
تنوع ژنتيكي در ژنوم ميتوكندري مشاهده نشده،انجام هر گونه آناليز آماري براي محاسبه تنوع ژنتيکي  
و ساير فاكتورهاي ژنتيكي امكان پذير نبوده و به عبارت ديگر هيچگونيه تميايز جمعيتيي بيين گروههياي 
ر حوضيه جنيوبي خيزر بيا اسيتفاده ازژن ميذكور وجيود نداشيته و احتميالاا تميام  خياير گاوماهي خزري د
 گونه مورد نور از يك جمعيت مي باشد. 
 suipsac suibogoeN،  PLFR،  RCP،  pool-D، )ANDtm(ژنيوم ميتوكنيدري  كلمات كليددي :













 فصل اول 




گونه) تنها اندكي كمتر از كپور ماهييان اسيت.  5781( )eadiiboG(تعداد اعضاي خانواده گاوماهيان، 
ها بييا  شييوند و بخييش اعوييم گونييه گاوماهيييان در سرتاسيير جهييان هييم در آب شيييرين و هييم شييور يافييت مي
هيا بيه ر يم انتشيار وسييع و وفيور  هاي كم عميق منياطق حياره و تحيت حياره در ارتبياط هسيتند، آن محيط
ها  ها تيا رودخانيه هاي داخلي از مصب در آسيا گاوماهيان در آبها، به راحتي قابل تشخيص هستند.  گونه
قيدر فيراوان   هيا در درياهياي سيياه و خيزر آن ها متيداول هسيتند، آن و تا درياهاي ليب شيور داخيل خشيكي
اند، بسيياري از ايين گاوماهييان  ه هستند كه به ر م داشتن اندازة كوچك به مرحلة استحصال تجاري رسيد
). يكيي از گاوماهييان موجيود در دريياي خيزر، گاومياهي خيزري 2831د (سيتاري، بسييار كوچيك هسيتن
باشد، اين گونه بومي خزر است و يكي از  ذاهاي عمده ماهيان تجاري و  مي )suipsac suibogoeN(
 باشد. مهم درياي خزر از قبيل ماهيان خاوياري خصوصاا گونه فيل ماهي مي
 ANR، 2پيروتئين،  31بياز و شيامل جفيت  11191تا  11161 داران در اندازه ژنوم ميتوكندري مهره
ييا   pool-D، همچنين يك ناحييه  يير كيد شيونده كيه )ANRt(ناقل  ANR، 22و  )ANRr(ريبوزومي 
ماننيد ايين ناحييه از نيو تركيبيي در حيال  pooL. ساختار )3991 ,reyeM(شود  ناحيه كنترلي ناميده مي
 )2002 ,.la te adihcaM(.باشيد اي شيكل مي كنيدري داييرهميتوAND كنيد.  اجيراي آن جليوگيري مي
باشيد  ميتوكنيدري نشيان داده شيد كيه ابيزاري مناسيب در مطالعيات تكاميل و جمعيتيي مي ANDبررسيي 
هاي  از مزيت ANDtm. تحليل تفاوت ژنتيكي بين جمعيتها با استفاده از )5991 ,.la te ytrehguoD(
 ANDtmمزييت بيه دلييل تيوار  ميادري، و نير  سيريع تكاميل آييد.اين  ژنيوم ميتوكنيدري بيه شيمار مي
 .)7002 ,heisH( باشد مي
نژاد آبزييان، در مطالعيات زيسيتي از قبييل اصيلا  PLFR-RCPاسيتفاده از تكنيكهياي پيشيرفته ژنتيكيي 
تشخيص بيماريها حتي قبل از بروز علائم ظاهري آنها، شناخت جمعيتها و نژادهاي مختليف، تهييه بانيك 
 ANDنتقال صفات و ... كاربرد بسيار زيادي پيدا نموده است.در سالهاي اخير مطالعات بازهاي ژني، ا
باشد كه تنوع ژنتيكي از اطلاعات تيوالي  مي RCPهسته و ميتوكندري توسط تكنيك  ANDشامل تكثير 
محصيولات  .5002 ,.la te ytrobarkahC ;3002 ,.la te ydruoB( )شيود زده مي تخميين AND
ها و بررسي تنوع ژنتيكي  بعمل آورده شده از طريق تكنيكهاي زيستي، مولكولي براي اثبات هويت گونه
و سپس بيا اسيتفاده از  RCPشود، كه اساد آن تكثير ناحيه مناسب از طريق  بين جمعيتها به كاربرده مي
 ,ibmulaP(گيردد ميمورفيسم به سادگي، روشيني و وضيو  زيياد مشيخص  تكنيك مولكولي خاص، پلي
. تکنولوژی نشانگر های مولکيول  منجير بيه تغيييرات اساسي  در تحقيقيات ژنتيکي  آبزييان شيده )6991
 ). يك چنين تكنيك مفيدي، پلي مورفيسم طولي و قطعه محدود شونده از محصولات0002 ,draW)است
را تهييه كيرده و  AND. اين روش به آساني، تناوبي از تيوالي ارزشيمند )PLFR-RCP(باشد مي RCP
 شود به طور گسترده براي تعيين تنوع ژنتيكي در بررسي جمعيتهاي مورد نور به كار برده مي
 )5002 ,.la te ihsinarA ;1002 ,.la te oitsabeS ;8991 ,.la te orietniuQ(.
سطحهاي متفياوتي ازتنيوع ژنتيكيي را   )sPLFR(با استفاه از هضم آنزيمي  ANDtmمطالعه بر روي 
 .)1002 ,.la te sirumaM(هاي مشابه را نشان خواهد داد بر روي جمعيتهاي گونه
باشيد. از آنجياي   يه بسيياری  اساد آن مطالعه در جهت گسترش حفاظت و مديريت بر  خاير آبزيان مي
تر يب با يکديگر هستند، بنابراين از ابزارهای مختلف برای شناساي  افراد از  خاير ماهيان به صورت 
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در اين  خاير استفاده م  شود. ماهيان بيش از ساير گونه های جانوری دارای تنوع در تاريخچه زندگ  
). بررس  ساختار  خاير نه فقط با يک 7891 ,.la te frodnellAو خصوصيات ريخت شناس  هستند(
ييد از روشيهای مختلفي  انجيام شييود زيراشيرايط مختلفي  در سياختار  خياير وجييود دارد و روش بلکيه با
روشهای مختلف جنبه های متفاوت از وضعيت موجود را نشان مي  دهيد.وجود اخيتلاف بيين روشيها بيه 
طور عمده ناش  از فقدان همزمان  بين خصوصيات قابل آناليز در اختلاف توار  در بين  خاير اسيت. 
ن ميدار   مبتني  بير وجيود  خياير متعيدد بيا ييک روش  ياف  نبيوده وباييد از روشيهای مختلفي  عيدم ييافت
 ).  2991 ,.la te rettUاستفاده شود(
از ژنييوم ميتوكنييدري  pool-Dو ناحيييه  ANRt، 2، ژن bدر اييين مطالعييه بييا مجمييوع ژن سيييتوكروم 
صيورت گرفتيه  PLFRتكثير و آناليز آن بيه روش  RCPبا استفاده از تكنيك  suipsac.N )ANDtm(
است. در اين تحقيق گونه گاوماهي خزري، كه بومي خزر اسيت و تياكنون مطالعيات مولكيولي بير روي 
ايستگاه  رب (انزليي)، مركيز (چيالود)  3اين گونه صورت نگرفته است، در حوضه جنوبي خزر در 
 و شرا (بندر تركمن) مورد بررس  قرار گرفته است.
 
 هدف تحقيق حاضر:
 در حوضه جنوبي خزر  suipsac.Nهاي  شناسايي جمعيت -1
 تعيين ميزان تنوع و فاصله ژنتيكي بين جمعيتها -2
  suipsac.Nشناسايي ساختار ژنتيكي  -3
 شرايط عمومي درياي خزر: -6-6
 هاي حوضه ويژگي -6-6-6
اروپيييا واقيييع  دريييياي خيييزر بيييه عنيييوان بزرگتيييرين حوضيييه آبيييي داخيييل خشيييكي در ميييرز قييياره آسييييا و
 است درياي خزر فاقد ارتباط هيدرولوژيك به درياهاي آزاد است.
 1311كيليييييومتر مكعييييب، بطيييييول  11187كيلييييومتر مربيييييع بييييا حجيييييم آبييييي  114873مسيييياحت آن 
شيييود كيييه مسييياحت  متييير را شيييامل مي 5211كيليييومتر و حيييداكثر عميييق  534كيليييومتر، بيييه عييير 
دهيييد. در سيييواحل اييييران شييييب درييييا در دو  كيليييومتر مربيييع را تشيييكيل ميييي 146811خيييزر جنيييوبي 
منطقييه ملايييم، و از فييلات قيياره وسيييعتري برخييوردار اسييت در سييوحل خليييج گرگييان تييا بنييدرتركمن 
. متيييرجم، 4991از بنيييدر تيييركمن تيييا رودخانيييه اتيييرر شييييب درييييا بسييييار ملاييييم اسيييت (كاسيييميوف، 
 عادلي).
 يابي و دگرگونيها: شكل -2-6-6
-4291بييييه جغرافييييياي دريييييياي مازنييييدران از جملييييه نيكاآندروسيييييف ( اي از دانشييييمندان آشييييينا پيييياره
) زمييين شييناد مشييهور روسييي، در اوايييل قييرن حاضيير اعتقيياد داشييت كييه دريييايي بييزر بييه 1681
نيييام تتييييس يييياپرمين كيييه شيييامل دريييياي سيييياه و درياچيييه آرال بيييوده و دامنيييه آن از شيييمال تيييا اقييييانود 
شيييد بيييا پدييييد  جنيييوب تيييا اقييييانود هنيييد كشييييده مي منجمدشيييمالي و از مغيييرب تيييا اقييييانود اطليييس و از
هييياي متعيييدد در بالكيييان وآسيييياي صيييغير و قفقييياز در دوره ميوسييين قطعيييه قطعيييه گردييييد و  آميييدن كوه
هييير حوضيييه بيييه صيييورت درياچيييه درآميييد. موقعييييت جدييييد در آب و هيييوا و اوضييياع اقليميييي منطقيييه و 
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ا عصيير حاضيير نيييز ادامييه محيييط زيسييت آثييار جديييد و زيييادي بييه جيياي گذاشييته و اييين دگرگييوني تيي
 ). 5731يافته است (مفخم پايان، 
 
 هاي توده آبي درياي خزر ويژگي -8-6-6
 رژيم گرمايي -6-8-6-6
در بيشيييتر اوقيييات سيييال مييييانگين دمييياي هيييوا بييير روي درييييا بيشيييتر از سييياحل اسيييت و تنهيييا در نيميييه 
حي شيييود. سيييردترين زميييان بييير روي نيييوا دوم بهيييار و تابسيييتان اسيييت كيييه ايييين حاليييت بيييرعكس مي
هييياي زمسيييتان در بخيييش عمييييق  جنيييوب  ربيييي و مركيييزي دريييياي خيييزر مييياه بهمييين اسيييت. در ماه
جنييوب درييياي خييزر دميياي هييوا نسييبتاا بييالا اسييت كييه بييا دميياي بييالاي آب در اييين ناحيييه تطييابق دارد. 
هييياي هيييواي عبيييوري از شيييمال  شيييود كيييه در ايييين ناحييييه توده ظرفييييت گرميييايي وييييژه بيييالا سيييبب مي
افييت كننييد بيير روي فييلات قيياره سييردتر اسييت. در عييين حييال سييواحل شييرقي گرميياي اضييافي را دري
سييردتر از سييواحل  ربييي اسييت، چييون سييواحل شييرقي توسييط ناحيييه گسييترده نيمييه بيابيياني بييا آب و 


















 رطوبت  2-8-6-6
رطوبيييت نسيييبي هيييوا از جنيييوب بيييه شيييمال در داخيييل درييييا و از شيييرا بيييه  يييرب در نيييواحي سييياحلي 
افييزايش مييي يابييد. رطوبييت نسييبي از سيياحل بييه طييرف دريييا نيييز داراي رونييد افييزايش اسييت. ميييزان 
ان رطوبييت رطوبييت نسييبي در نييواحي سيياحلي در زمييان هيياي سييرد سييال چنييدان تفيياوتي نييدارد. ميييز
% در مركيييز خيييزر جنيييوبي متغييييير 58% در بخيييش هييياي مركيييزي خيييزر ميييياني تيييا 19نسيييبي از 
اسييت البتييه رطوبييت هييوا در زمسييتان داراي حييداكثر پايييداري بييوده و نوسييان آن نيياچيز اسييت. رونييد 











 نسبي رطوبت هوا برروي درياي خزر ميانگين 2-1شكل 
 
 اكسيژن  8-8-6-6
وجيييود ا سييييژن بيييرای زنيييدگ  حيوانيييات و گياهيييان دريييياي  ضيييروری اسيييت. نيييياز حيوانيييات بيييه  
ا سييييژن يکسيييان نيسيييت، پارهييياي  از آنهيييا درجيييه نيازشيييان شيييديد اسيييت و عيييدهاي  ديگييير  يييوتر. در 
متييير  117تيييا  151متييير آبهيييا از ا سييييژن اشيييباع هسيييتند و از ژرفيييای  151درييييای خيييزر تيييا ژرفيييا
متيير بييه بعييد  يياهش ميي  يابييد  117حوضييه مر ييزی مقييدار ا سيييژن از  مقييدار ا سيييژن  ييم اسييت. در
و در حوضييه جنييوب  ا سيييژن در تييه آب نيييز ديييده ميي  شييود امييا مقييدار آن  ييم اسييت. مقييدار ا سيييژن 
متييير بيييه بعيييد بييير حسيييب درجيييه حيييرارت آب، تغييييير مييي   نيييد. در  151محليييول در آب از ژرفيييای 
هيياي   ييه بييه سييمت ژرفييا ميي  رونييد مقييداری پيياييز و زمسييتان پييس از سييرد شييدن طبقييات سييطح ، آب
متييری  151ا سيييژن نيييز بييا خييود بييه طبقييات زيييرين حمييل ميي   ننييد، اييين جريييان عمييودی تييا ژرفييای 




 مواد مغذي  4-8-6-6
توليييدات اوليييه در درييياي خييزر متيياثر از حضييور مييواد مغييذي و نييوع تركيبييات آن در آب دريييا مييي 
باشييد بيشييتر ميييواد مغييذي از طرييييق آب رودخانييه اي وارد دريييا ميييي شييود بطوريكيييه رودخانييه ولگيييا 
% فسييييفر و 19% ورودي سييييالانه سيييييليس 59% اييييين مييييواد را تييييامين مييييي كنييييد. 18بييييه تنهييييايي 
رييييق رودخانيييه هيييا بيييه دريييياي خيييزر وارد ميييي شيييود. ورود نيتيييروژن از % نيتيييروژن آب از ط18
% 7% مييييي باشييييد همچنييييين 21% و 41طريييييق اتمسييييفر و از طريييييق آب زيرزمينييييي بييييه ترتيييييب 
 % سيليس نيز از طريق آب زير زميني وارد مي شود. 4/5فسفر و 
دلتييايي از نويير توزيييع مييواد مغييذي در گسييتره درييياي خييزر منيياطق كييم عمييق سيياحل  ربييي نييواحي 
و نيييواحي متييياثر از عواميييل انسييياني داراي تمركيييز بيييالاي ايييين ميييواد هسيييتند. در نيييواحي عمييييق خيييزر 
مييياني و جنييوبي توزييييع عمييودي مييواد مغيييذي متيياثر از شيييدت اخييتلاط ناشييي از همرفيييت اسييت و بيييا 




 fo yranoitciD( سييييار بزرگييي  از ماهييييان آبهيييای سييياحل  مييي  باشيييندگاوماهييييان گيييروه ب 
گونييييه ،بزرگتييييرين خييييانواده  5781جيييينس و  21. اييييين ماهيييييان بييييا داشييييتن 9991( ,ygolooZ
ماهيييان درييياي  بييه شييمارم  آينييد.اين خييانواده، ماهيييان  فييزی  ييوچک  ميي  باشييند  ييه در نهرهييا و 
متيييری از جزايييير و تيييا  1112هيييا در ارتفييياع جيييوی هيييای شيييمالگان در سييييبری تيييا جويبارهيييا در  وه
متيييری در اقيانوسيييها يافيييت مييي  شيييوند،همچنين بيييه تعيييداد زيييياد در آبسييينگها ی مرجيييان   118اعمييياا 
در شيييکافها و سيييوراخها و ييييا در مييييان مرجانهيييا ،آب شييييرين و شيييور،جزاير اقيانوسييي ، تيييا علفهيييای 
ه آنهييا زيسييت ميي   ننييد بسيييار مهييم درييياي  زيسييت ميي   ننييد.گاوماهيان تقريبييا در هيير ا وسيسييتم   يي
ميي  باشييند،و بييه خيياطر تعييداد زيادشييان قسييمت  از چرخييه  ييذاي  در منيياطق زيستشييان ميي  باشييند و 
تيياثير فييوا العيياده اييي  را بيير محيييط  ييف آب ميي  گذارنييد و همچنييين ممکيين اسييت بييه عنييوان گونييه 
 وچييک اقيانوسيي   هيياي   ييه نقييش عمييده اييي  ( الييب در چرخييه  ييذاي ) در آبهييای شيييرين تييا جزاييير
داشييته باشييند بييه سييبب آنکييه آنهييا ا لييب يکيي  از معييدود گونييه هيياي  از انييواع ماهيييان ميي  باشييند  ييه 
در اييين منيياطق وجييود دارنييد و  ييذای سيياير آبزيييان بييزر را در اييين منيياطق تشييکيل ميي  دهند.بييه 
 علييييت انييييدازه  وچييييک اييييين گونييييه ،گاوماهيييييان مييييورد اسييييتفاده بسييييياری از شييييکارچيان از جملييييه
مارهييای آبيي  ،پرنييدگان سيياحل  و ماهيييان بزرگتيير قييرار ميي  گيرنييد.عجيب نيسييت  ييه آنهييا  نشييهای 
بسيييياری را در جهيييت حماييييت و حفوشيييان ايجييياد مييي   ننيييد، شيييايد بيشيييتر ايييين رفتارهيييا از طبيعيييت 
 .4002 ,annoJ(نهفته گر و مرموز آنها باشد(
 گاو ماهيان درياي خزر  -8-6
شييوند. در  ظ رده بنييدي بييه خييود گاوماهيهييا و مترسييك هييا تقسيييم ميگيياو ماهيييان درييياي خييزر از لحييا
جيينس از گيياو ماهيييان  5گونييه و زييير گونييه گيياو ميياهي زنييدگي مييي كننييد كييه بييه  91درييياي خييزر تييا 
 41هسيييتند. كيييه حيييدود  suibogoeNتعليييق دارنيييد. وليييي بيشيييتر گونيييه هيييا از جييينس  )eadiiboG(
، irelsseK suibogeN، sumotsonalem suibogoeNهاي  گونيييهگونيييه يافيييت ميييي شيييوند. كيييه 
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بيشييييترين فراوانييييي را در حوضييييه جنييييوبي  silitaivulf suibogoeN، suipsac suibogoeN
 . مترجم، عادلي).1991اف،  خزر دارا مي باشند (رحيم
 
 اهميت گاو ماهيان درياي خزر:  -4-6
اي كييوچكي بييوده و از گيياو ماهيييان نسييبت بييه شييرايط آب و هييوايي مقيياوم مييي باشييند داراي انييدازه هيي
منيياطق كييم عمييق سيياحلي تييا اعميياا زييياد پراكنييده انييد بييه اييين دليييل آنهييا قادرنييد موجييودات  ييذايي را 
كييه بييراي سيياير ماهيييان  ييير قابييل دسترسييي هسييتند مصييرف نماينييد. گاوماهيييان اييين موجيييودات را 
. از گيياو در منيياطق برخييورد امييواج بييه سيياحل زييير سيينگها و در خليييج هيياي كوچييك پيييدا مييي كننييد
 ماهييييان ، ماهييييان تجييياري بيييا ارزش نوييييره تاسيييماهيان، مييياهي سيييوف و سيييايرين تغذييييه ميييي كننيييد 
 . مترجم، شريعتي).5891سيو فيلاتووا،  (مائي
تاسييماهي و فيييل ميياهي در ميييان ماهيييان خاوييياري بيييش از سيياير گونييه هييا از گاوماهيييان تغذيييه مييي 
درصييد  17تييا  83تي متيير مييي رسييد، گاوماهيييان سييان 19تييا  15كننييد. ماداميكييه تيياد ميياهي بطييول 
 يييذاي آنهيييا از لحييياظ وزنيييي تشيييكيل ميييي دهنيييد. تركييييب گونيييه اي گاوماهيييياني كيييه در تغذييييه ماهييييان 
).  1991رحيييييم اف، (يابييييد  خاوييييياري مشيييياهده مييييي شييييوند بيييير اسيييياد منطقييييه و عمييييق تغيييييير مي
درصيييد  14ند بعيييلاوه تيييا شيييو مشييياهده مي )sinalg suruliS(همچنيييين گاوماهييييان در  يييذاي اسيييبله 
را گاوماهيييييان تشييييكيل مييييي دهنييييد (مييييائي   )acipsac asuP(از  ييييذاي فييييك درييييياي خييييزر 
 . مترجم، شريعتي).5891سيوفيلاتووا، 
و سيييوف  )acrep acreP(ايييين ماهييييان در تغذييييه تقريبيييا هميييه گروههييياي سيييني سيييوف معميييولي 
درصيييد  يييذاي مصيييرفي آنهيييا را  111تيييا  41نقيييش زييييادي داشيييته و  )silitairulf acreP(درييييايي 
تشييكيل مييي دهنييد و همچنييين اييين ماهيييان نقييش بسييزايي در تغذيييه اردر ميياهي، ميياش ميياهي و سيياير 
 كننييييييد ماهيييييييان شييييييكاري دارنييييييد همچنييييييين نقييييييش اساسييييييي در تغذيييييييه پرنييييييدگان آبييييييزي ايفييييييا مي
خزنييييدگاني  )mmirG,5781( . متييييرجم، عييييادلي). همچنييييين بيييير اسيييياد گييييزارش1991اف،  (رحيييييم
كييه زنييدگي آنهييا بييه درييياي خييزر ارتبيياط دارد بييويژه مارهيياي آبييي نيييز از گاوماهيييان تغذيييه مييي كننييد 
). در خييييزر مييييياني و جنييييوبي در هنگييييام صيييييد ماهيييييان اقتصييييادي، نمونييييه هيييياي 5731(پيييييري، 
ار مييي گيرنييد بييزر گيياو ماهيهييا  البييا صيييد مييي شييوند كييه بييراي توليييد آرد ميياهي مييورد اسييتفاده قيير
همچنيييين در صييييد ورزشيييي در سيييواحل دريييياي خيييزر گاوماهيييياي بيييزر و متوسيييط سيييهم زييييادي از 









  )suipsac suibogoeN(گاوماهي خزري مشخصات  -5-6
  )9491 ,greB(رده بندي جانوري 
  
   etadrohC : modgniK  سلسله ه جانوران 
 etadrohC :mulyhP شاخه ه طنابداران
 atarbetreV :mulyhp buS زير شاخهه مهره داران 
 seythcietsO:ssalC رده ه استخواني 
 iigyretponitcA :ssalc buS زير رده ه اكتينوپترژي 
 semroficreP :redrO راسته ه سوف شكلان 
 eadiiboG :ylimaF فاميلي ه گاوماهيان 
 suibogoeN:suneG جنس ه نئوگوبيود 
 suipsac suibogoeN :seisepS گونه ه گاوماهي خزري 
اييين گونييه در ايييران بييه نييام فارسييي گيياو ميياهي خييزري، گييل ميياهي خييزري، و نييام محلييي گييل خييورر 
(دراسييتان گيييلان )، سيييبيلو (دراسييتان مازنييدران) و مانقييال چييه ( در اسييتان گلسييتان، بنييدر تييركمن) 





 (عکس از  يوان عباس ) (گاوماهي خزري) suipsac suibogoeN) گونه 8-6شكل (
 
 مشخصات شكل شناختي گاوماهي خزري:  -6-5-6
كانالهيياي حسييي روي سيير و بييدن از خصوصيييات بييارز اييين جيينس بييه شييمار مييي آيييد. از مشخصييات 
عقبيييي) از چشيييم اسيييت. -عميييده در شناسيييايي ايييين گونيييه دور بيييودن سيييوراخهاي بينيييي خلفيييي (پشيييتي
ا گونيييه هيييا ييييك لكيييه سيييياه در انتهييياي باليييه اول پشيييتي وجيييود دارد كيييه همچنييين در برخيييي از نمونيييه يييي
در اكثيير گونييه هييايي كييه داراي اييين لكييه پشييتي مييي باشييند بعييد از رسيييدن بييه سيين بلييو  اييين لكييه ناپديييد 
مييي شييود بعييلاوه سييوراخهاي جلييو بينييي بييه لييب فوقيياني خيلييي نزديييك اسييت . ارتفيياع سيير از پهنيياي 
ي تقريبيييا در تميييام قسيييمتها بيييه ييييك انيييدازه اسيييت ( حسيييين پييييري، آن بيشيييتر اسيييت. دوميييين باليييه پشيييت
عييدد) خييار سييخت مييي باشييد . دومييين بالييه پشييتي  6(معمييولا  5-7). اولييين بالييه پشييتي داراي 6731
باشييييد. تعييييداد خارهيييياي آبششييييي بيييير روي  شييييعاع نيييرم مي 41-71خيييار سييييخت بييييه همييييراه  1داراي 
در انتهييياي اوليييين باليييه پشيييتي اسيييت ليييب هيييا عيييدد ميييي باشيييد. داراي ييييك لكيييه سيييياه  11اوليييين كميييان 
كوچييك و داراي شييكاف اسييت و نوكييدار نيسييت فاصييله بييين پشييت سييورا  بينييي و لبييه جلييويي حدقييه 






 سيير پييوش آبششييي از فلييس پوشيييده شييده اسييت 
ايييين مييياهي از نيييوع سييييكلوئيد اسيييت، حاشييييه داخليييي باليييه شيييكمي كيييه بيييه  فليييس)7002 ,doC(.
اي پيييره ماننيييد وجيييود دارد. رنيييگ  صيييورت قييييف مكنيييده در آميييده داراي ييييك عيييدد زائيييده كوچيييك لختيييه
اي اسيييت، در ناحييييه شيييكم تيييا زيييير  قهيييوه –ايييين مييياهي بطيييور كيييل خاكسيييتري تييييره ييييا خاكسيييتري 
باشيييد.در  رجيييي ايييين گونيييه نييييز سيييفيد رنيييگ ميباشيييد. همچنيييين باليييه شيييكمي و مخ سرسيييفيد رنيييگ مي
شييود.  هاي پشييتي آنهييا زرد رنييگ مي آينييد و انتهيياي بالييه فصييل توليييد مثييل نرهييا بييه رنييگ سييياه درمي
 .)7002 ,doCرسد ( مي 12/2 mcطول اين ماهيان حداكثر به 
 پراكنش و رفتار: -2-5-6
باشيييد كيييه فقيييط  بيييومي مي)، جيييزو گيييروه 1991اف ( بندي رحييييم بييير اسييياد تقسييييم گييياو مييياه  خيييزری
متيييري و ييييا اعمييياا بيشيييتر  111تيييا  12كنيييد معميييولاا در عميييق  در حوضيييه دريييياي خيييزر زنيييدگي مي
كنيييد، ايييين  متييير منييياطق مختليييف دريييياي خيييزر زنيييدگي مي 115متيييري و بنيييدرت تيييا  113تيييا  112از 
ميييياهي اساسيييياا در خييييزر مييييياني و جنييييوبي پييييراكنش دارنييييد و بييييه قسييييمتهاي شيييييرين شييييده سيييياحلي 
كننييد اييين ميياهي بيير روي شيين و يييا زييير ريييگ و گيياهي بيير روي سيينگها و بييه بنييدرت  ت نميمهيياجر
ماننييد تيييا در زمسييتان بييا پيييايين  شييوند. آنهييا در فصيييل گييرم در سيياحل مي بيير روي گييل نييرم يافيييت مي
كننييد اگيير چييه در تابسييتان نيييز بييا بييالا رفييتن درجييه  رفييتن درجييه حييرارت هييوا بييه اعميياا مهيياجرت مي
تر و سيييردتر مهييياجرت كننيييد  اسيييت بيييراي ييييك دوره كوتييياهي بيييه آبهييياي عمييييقحيييرارت هيييوا ممكييين 
 ). 1002 ,relliM(
 تغذيه: -8-5-6
تييوان بعنيييوان سيييخت پوسييتخوار وييييژه بيييه حسيياب آورد و بطيييور كليييي  گونييه گاومييياهي خيييزري را مي
باشييد.  اي كوچييك و ماهيييان مي  ييذاي اييين ميياهي شييامل پرتيياران، سييخت پوسييتان و نييرم تنييان دو كفييه
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سيييخت پوسيييتان بيشيييتر از هميييه آمفيييي پودهيييا و خرچنيييگ هلنيييدي و از ماهييييان، گيييل آ يييين مييياهي، از 
 ). 7002 ,doCشوند ( هاي كوچك گاوماهيها و كيلكا مشاهده مي گونه
 توليد مثل: -4-5-6
هاي ديييييير تخمرييييييز  )، جيييييزو گونيييييه1991بندي رحييييييم اف ( گاومييييياهي خيييييزري بييييير اسييييياد تقسييييييم
باشييد. اييين گونييه بييراي تخييم ريييزي  ماهيييان بهييار تييا تابسييتان مي ريييزي در اييين باشييند. فصييل تخم مي
رييييزي از اواخييير اسيييفند تيييا اواييييل فيييروردين  بيييه سيييواحل جنيييوبي دريييياي خيييزر رفتيييه و شيييروع تخم
تخيييم  5891تخيييم بيييزر و ييييا  7111باشيييد. هييير مييياه ممكييين اسيييت در زميييان تخيييم رييييزي حيييدود  مي
 رسد. مي 2/1 mmكوچك بوجود آورد. اندازه تخم حداكثر به 
مولكولي و كدددددداربرد آنهددددددا جهددددددت بررسددددددي جمعيتددددددي و روابددددددط  ماركرهدددددداي هددددددا و تكنيك -1-6
 خويشاوندي:
اي را بيييراي درر بسيييياري از مسيييائل  سيييال قبيييل رشيييته ژنتييييك مولكيييولي سيييهم وييييژه 14از حيييدود 
هييياي مولكيييولي در بررسيييي تنيييوع ژنتيكيييي در مقايسيييه  زيسيييتي بيييه خيييود اختصييياص داده اسيييت. تكنيك
هيياي معمييول و كلاسيييك گذشييته ماننييد مطالعييه مورفولييوژيكي، آنيياليز صييفات كمييي و  شبييا ديگيير رو
هيييا،  هيييا بيييراي سيسيييتماتيك، تشيييخيص گونيييه و جمعيت تنيييوع كروميييوزومي ييييا حتيييي بررسيييي پروتئين
هيييا، شيييباهت و روابيييط خويشييياوندي كييياربرد بيشيييتري پييييدا كيييرده و نتيييايج  نشيييان دادن تنيييوع، تفاوت
د، بيييا اسيييتفاده از روشيييهاي مولكيييولي تنيييوع در موجيييودات را نسيييبت بيييه تري را بيييه هميييراه دارنييي دقييييق
تيييوان نشيييان داد، عيييلاوه بييير ايييين چيييون پارامترهييياي مولكيييولي تحيييت تييياثير  روشيييهاي ديگييير بهتييير مي
هييياي متفييياوت بهيييره  ها از مكان تيييوان بيييه منويييور مقايسيييه نمونيييه عواميييل محيطيييي نيسيييتند از آنهيييا مي
 ).4831جست(حاجي رستملو، 
) اراييييه داد، واژه مييياركر معميييولاا بيييراي مييياركر لوكيييود بيييه 6891تعريفيييي كيييه اسيييتنزفلد (براسييياد 
تواننييييد از  هييييا مي رود. هيييير ژنييييي جييييايي در طييييول كرومييييوزوم بييييه نييييام لوكييييود دارد. ژن كييييار مييييي
شييوند.  هاي آللييي) ناميييده مي طريييق جهييش بييه چنييدين شييكل متفيياوت تبييديل شييوند كييه آلييل ( يييا شييكل
اي در  بيييه طيييور گسيييترده ANDولكيييولي بيييه وييييژه ماركرهييياي مبتنيييي بييير اميييروزه از ماركرهييياي م
هيييا، تعييييين جنسييييت، بررسيييي تنيييوع ژنتيكيييي ييييا  يابي و ردييييابي ژن ها از قبييييل نقشيييه بسيييياري زمينيييه
رونييييييييد، در ژنتيييييييييك جمعيييييييييت ماركرهيييييييياي مبتنييييييييي بيييييييير  روابييييييييط ژنتيكييييييييي بييييييييه كييييييييار مي
، PLFA، DPAR، PLFR،  AND lairdnohcotiM،  )SEMYZOLLA(پييييييييييييروتئين
 ,uiL(باشييد كييه بييه طييور گسييترده مييورد اسييتفاده قييرار گرفتنييد مي   etilletasorciMو PCSS
 . )4002
در اييين پييروژه از توضييي  سيياير  PLFR-RCP و etilletasorciM بييه دليييل اسييتفاده از تكنيييك 
 گردد. ها خودداري مي روش
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 هاي تشخيص مولكولي  روش -7-6
 ) )RCP( noitcaeR niahC esaremyloP  اي پليمراز   واكنش زنجيره -1-7-1
از  RCPباشيييد.  مي RCPمهمتيييرين و بهتيييرين سيسيييتم بيييراي افيييزايش تعيييداد مولكيييول هيييدف، تكنييييك 
دارد و در واقيييع برگرفتيييه از آن اسيييت.  ANDنوييير اصيييول علميييي، تشيييابه زييييادي بيييه همانندسيييازي 
شييود ( شيياه حسيييني  يدر داخييل سييلول تقليييد و تكييرار م ANDدر اييين تكنيييك اصييول هماننييد سييازي 
 ) . 4831
اي اسييييت كييييه در آن بييييه كمييييك يييييك سييييري آ ييييازگر  هاي تكييييرار شييييده شييييامل چرخييييه RCPتكنيييييك 
الگيييو، عميييل هماننيييد سيييازي انجيييام ميييي گييييرد.  ANDو بيييا كميييك آنيييزيم از روي ييييك   )remirP(
باشيييييند. عناصييييير لازم جهيييييت عميييييل  هيييييدف مي ANDهيييييايي از دو رشيييييته  پرايمرهيييييا، مكميييييل بخش
 ند از ه ، عبارتRCP
 الگو  ANRيا  AND )1
 جهت تكثير  ANDآ ازگر ها يا قطعات كوچك  )2
   SPTNd )PTTd , PTGd ,PTCd ,PTAd(يا  ANDچهار بازسازنده  )3
  esaremyloP AND qaTپليمراز مقاوم به حرارت  ANDآنزيم  )4
 gM2وجود شرايط بافري مناسب و يون  )5
 باشده  به طور كلي هر سيكل شامل سه مرحله مي
 مرحله باز شدن يا واسرشت شدن دو رشته .  )1
 چسبيدن پرايمرها به هدف  )2
 ساخت رشته مكمل هدف  )3
باشييد،  ريزي مي سييه مرحلييه فييوا بطييور اتوماتيييك در دسييتگاهي بييه نييام ترموسييايكلر كييه قابييل برنامييه
تيييوان از طرييييق برسيييي انيييدازه، هضيييم آنزيميييي بيييا  هييياي حاصيييل را مي گييييرد. فرآورده صيييورت مي
آنزيمهيييياي محييييدود كننييييده، تعيييييين و تييييرادف و هيبريداسيييييون، روش هيييياي كروميييياتوگرافي ماننييييد 
اي  دو رشيييته ANDنگهيييايي ماننيييد اتييييديوم برماييييد ييييا سيييايبرگرين در داخيييل ، وارد شيييدن رCLPH
 ) . 4831حسيني،  شاه بطور دقيق تعيين هويت كرد (
 
 پلي مورفيسم طولي قطعه محدود شونده -2-7-6
  )PLFR( msihpromyloP htgneL tnemgarF noitcirtseR
بنيييا  ANDايييين روش براسييياد توانيييايي انيييدونوكلئازهاي محيييدود كننيييده در شناسيييايي تيييوالي خييياص 
اي درون تيييوالي موجيييب عيييدم توانيييايي شناسيييايي آنيييزيم و قطيييع  نهييياده شيييده اسيييت. ييييك  جهيييش نقطيييه
 ). 4831گردد ( شاه حسيني،  در آن نقطه مي ANDنشدن رشته 
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لفيييي گرفتيييه شيييده باشيييد، طولهييياي ناهمسييياني از از افيييراد مخت ANDهايي از ايييين ناحييييه  اگييير نمونيييه
 PLFRآييييد كيييه آن را  قطعيييات كيييه نشيييان دهنيييده چنيييد شيييكلي (پليييي مورفيسيييم) اسيييت بيييه وجيييود مي
از تغيييييرات كوچيييك حتيييي بيييه انيييدازه تغييييير در ييييك بييياز در  PLFRگوينيييد. اگييير چيييه بعضيييي اوقيييات 
انجامييد، ولييي  ود گيير ميآيييد كييه خييود بييه تغيييير در محييل شناسييايي بييراي آنييزيم محييد رديييف پديييد مي
بيييه ردييييف  ANDاي بيييزر از  ايييين روش بيشيييتر بيييراي آشكارسيييازي حيييذف و ييييا افيييزودن قطعيييه
اجيييازه شناسيييايي چنيييد شيييكلي هيييا را در  PLFR.)3002 ,niuolB(ميييورد نوييير قابيييل اسيييتفاده اسيييت 
دهنيييد. اييييين تكنييييك تحييييت تيييياثير  هييير جايگيييياهي از ژنيييوم و در هيييير مرحليييه از رشييييد موجييييود را مي
محيطييي داخليييي و خييارجي نبييوده و صددرصيييد ژنتيكييي اسييت ايييين نشييانگر همبييارز اسيييت و عوامييل 
آورد (نقيييوي و  امكيييان تشيييخيص هييير ييييك از انيييواع افيييراد خيييالص را از افيييراد ناخيييالص فيييراهم ميييي
 ).4831حسين ، 
 و علت انتخاب آن در مطالعات ژنتيكي  ANDtm -8-7-6
شييييود كييييه  ه و درون ميتوكنييييدري يافييييت ميميتوكنييييدريايي در يوكاريوتهييييا در خييييارج از هسييييت AND
باشيييد. ايييين مولكيييول نقيييش مهميييي را در متابوليسيييم سيييلولي ايفيييا  بيييه صيييورت دو زنجييييره حلقيييوي مي
كنييييد و حيييياوي  ژن را حمييييل مي 73در مهييييره داران حييييدود  ANDtm.  )9891 ,nworB(كنييييد مي
شيييييند و با كيييييه كيييييد كننيييييده پيييييروتئين هيييييا مي sANRmژن  31و  sANRrژن  2،   sANRtژن  22
نقيييش دارنيييد و ييييك  PTAدر زنجييييره اكسييييداتيو فسفريلاسييييون و انتقيييال الكتيييرون و نييييز در تولييييد 
باشيييد. دو زنجييييره  كيييه بعنيييوان ناحييييه شيييروع هماننيييد سيييازي مي pool-Dناحييييه  يركدبنيييدي شيييده ييييا 
شييييوند كييييه در  (زنجيييييره سييييبك) ناميييييده مي L(زنجيييييره سيييينگين) و رشييييته  H، زنجيييييره ANDtm
توسيييط  6DNو ژن  ANRtو تنهيييا ژن Hهيييا در رشيييته  اخيييتلاف دارنيييد. ا ليييب ژن C+Gمحتيييواي 
. انييدازه اييين مولكييول در اكثيير ماهيييان  )9991 ,.la te enoccaS(شييوند  كييددهي مي  Lرشييته 
. بييا توجيييه بييه اينكيييه )7991 ,iealokliG inavzeR(باشييد  جفييت بييياز مي 11561±  115حييدود 
گيييييرد لييييذا اييييين خاصيييييت باعيييي   يبييييي در آن انجييييام نميميتوكنييييدري منشيييياد مييييادري دارد و نييييو ترك
بيييروز اخيييتلاف ژنتيكيييي بيشيييتر در ژنيييوم ميتوكنيييدري نسيييبت بيييه ژنيييوم هسيييته شيييده اسيييت از اينيييرو 
انيييد،  سيييال از هيييم جيييدا بوده 1111، 111، 11نشيييانگر خيييوبي بيييراي تشيييخيص گروههيييايي كيييه بيييراي 
مهيييييره دارانيييييي  ANDtm. سيييييرعت جيييييايگزيني نوكلئوتييييييدها در  )5991 ,iberreB(باشيييييد  مي
 2درصيييد تغييييير بيييه ازاد هييير  2برابييير بيشيييتر از ژنيييوم هسيييته اي اسيييت كيييه  11تيييا  5عيييالي تقريبييياا 
باشييد. سييرعت تغييييرات نوكلئوتيييدها در نييواحي مختلييف ژنييوم ميتوكنييدري متفيياوت  ميليييون سييال مي
 اي منطقييه pool-Dنسييبت بييه سيياير قسييمتها محفييوظ تيير و ناحيييه  ANRtو ANRr اسييت. ژنهيياي 
 .باشييد باشييد كييه نشييانگر مناسييب بييراي مطالعييات جمعيتييي مي اسييت كييه بيشييترين تغيييير را دارا مي
  )1991 ,hcabnekcaB(
 
 ها ( مايكروستلايت)  رديف هاي تكراري ساده يا ريزماهواره -4-7-6
،در يوكاريوتهييييييا  )setilletasorciM( )sRSS( staeper ecneuqes elpmiS
گيييييرد. در حقيقييييت بخييييش  را در بيييير مي ANDمحييييدودي از  هيييياي رمييييز شييييونده فقييييط بخييييش رديف
دهنيييد كيييه عميييل و نقيييش آنهيييا دقيقييياا مشيييخص  هييياي  يييير رمزشيييونده تشيييكيل مي را رديف ANDعميييده 
هيييياي پشييييت سييييرهم  بييييا رديف ANDنشيييده اسييييت. قسييييمت عمييييده رديييييف هيييياي  يررمييييز شييييونده را 
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اند كيييه  يي تكيييرار شيييوندهتيييا 4تيييا  1هيييا شيييامل واحيييدهاي  دهيييد. ريزماهواره تكيييرار شيييونده تشيييكيل مي
كيليييو جفيييت بييياز از ردييييف  11انيييد بيييه طيييوري كيييه در هييير  هيييا پراكنده در ژنيييوم بيشيييتر يوكاريوت
شيييود. تعيييداد ايييين تكرارهيييا در هييير فيييردي  اي دييييده مي  دسيييت كيييم ييييك ردييييف ريزمييياهواره AND
ار اي  يييير پايدارنيييد و بيييا كييياهش ييييا افيييزايش واحيييدهاي تكييير هييياي ريزمييياهواره متفييياوت اسيييت. رديف
 111هييييا معمييييولاا كمتيييير از  شيييوند. طييييول ريزماهواره شيييونده دچييييار تغييييييرات فييييراوان در طييييول مي
اند (نقييييوي و  جفييييت بيييياز بييييوده و توسييييط دو رديييييف منحصيييير بييييه فييييرد در دو طييييرف محييييدود شييييده
تيييوان درصيييد بيييالايي از پليييي مورفيسيييم را در  ) . توسيييط مييياركر مايكروسيييتلايت مي4831حسيييين ، 
. رييييز مييياهواره هيييا تيييوال  هيييای سييياده تکيييراری )4002 ,esivA(كيييرد بررسيييي جمعيتهيييا مشييياهده
) ميي  باشيييند  يييه انيييواع اختصاصييي  از تيييوال  هيييای تکيييراری پشيييت سييير هيييم ژنيييوم هسيييته را sRSS(
بيييان ميي  دارد،  ييه بييه فراوانيي  در طييول ژنييوم پرا نييده شييده انييد وسييطحهای بييالاي  از تنييوع آللهييا 
بيييا انيييدازه نسيييبتا  يييوچک  مييي  باشيييند  يييه بيييه آسيييان  را توصييييف مييي   ننيييد.آنها نشيييانگرهای همبيييارز 
) و در علييوم 6002 ,.la te vokaitsihC)توسييط وا يينش زنجيرهيياي  پليمييراز تکثييير ميي  شييوند
هيييای ژنييي  در  مختليييف نييييز  ييياربرد بسييييار دارند.بررسييي  هيييای انجيييام شيييده نشيييان مييي  دهيييد جايگييياه
حتييي  در ژنيييوم  وچيييک تيييرين  5002 .,la te nigriW(ژنيييوم تميييام پر اريوتهيييا و يو اريوتهيييا(
) 13-%76. ا ثيير ريييز ميياهواره هييا ()5002 ,.la te eirA-ruG(با تريهييا نيييز يافييت  ميي  شييود
) معميييييولترين موتيييييييف دی  nCAدر دی نو لئوتييييييدها يافيييييت مييييي  شييييييوند. در ژنيييييوم مهيييييرداران (
)  يييه دوميييين نيييوع از معميييولترين nTAبرابييير بيشيييتر از ( 2/3باشيييد  يييه فراوانييي  آن نو لئوتييييد مييي  
 sRSS. ويژگيييي  مهييييم .)0002 ,.la te htoT(دی نو لئوتيييييد ريييييز ميييياهواره اييييي  ميييي  باشييييد
نشييانگرهای ژنتيکيي  هسييتند بييا قابليييت تغيييير پييذيری و موتاسيييون بييالا .در گونييه هييا و جمعيييت هيييا 
در هيير جايگيياه ژنيي ، در هيير نسييل بيير آورد ميي   116-تييا  11-2ميييزان جهييش در ريييز ميياهواره هييا 
 ANDو عاميييل آن نيييز از طرييييق لغيييزش پليميييراز در طييي   پييي   يييردن  ,)0002 ,nergellE(شييود
 ;7891 .,la te nosniveL( ييه منييتج بييه تفيياوت در شييماری از واحييدهای تکييراری ميي  شييود
کييرد ياختييه هييای طبيعيي  . تمييام موجييودات زنييده در معيير جهييش نييا شيي  از عمل)9891 ,ztuaT
 ,uiL(. يييا  نشيييهای محيطييي  مييي  باشيييند  ييه منجييير بيييه تنيييوع ژنتيکييي  ميي  شيييود (پلييي  مورفيسيييم
پليييي  مورفيسييييم ريييييز ميييياهواره هييييا مبتنيييي  بيييير تفيييياوت انييييدازه واحييييدهای متنييييوع تکييييراری )4002
 ,.la te vokaitsihC)نگهييداری شييده از طريييق آللهييای مشييخص شييده در جايگيياه ژنيي  ميي  باشييد
 ).6002
 
 پيشينه تحقيق -3-6
مطالعيييه بييير روي سيسيييتماتيک،مورفولوژی و ژنتييييک گاوماهييييان بيييه تعيييداد زييييادی بييير روی گونيييه 
 gnahcو  eeL، 5991هيييييای زييييييادی از گاوماهييييييان انجيييييام گرفتيييييه اسيييييت.بطور مثيييييال  در سيييييال  
 suibogonihRهاي مولكيييييييييولي و مورفوليييييييييوژيكي را بييييييييير روي دو نمونيييييييييه  بررسيييييييييي
 موجود در آبهاي تايوان انجام داده اند.  ybog elitaivulFو  sutalucamorbur
 1381در سيييييال  dlawhciEباشيييييد وتوسيييييط  بيييييومي دريييييياي خيييييزر مي suipsac suibogoeN 
شناسييايي مولكييولي اييين گونييه تييا كنييون صيييورت ).  3831شناسييايي شييد،(نادری جلييودار و عبييدل ، 
، منيييابعي چيييون جليييد suipsac.Nنگرفتيييه اسيييت. از جهيييت مطالعيييات سيسيييتماتيكي و مورفوليييوژيكي 
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كييه مربييوط  )8491 ,greB(سييوم كتيياب ماهيييان آب شيييرين شييوروي و كشييورهاي مجيياور تيياليف 
) كيييه تحقيقيييات خيييود را بوسييييله كتييياب ماهييييان 1891بيييه ماهييييان دريييياي خيييزر اسيييت، كييياز انچيييف (
دريييياي خيييزر و حوضيييه آبرييييز آن (ترجميييه مهنيييدد شيييريعتي) بييييان كيييرده اسيييت و مرحيييوم دكتييير 
توانسيييته اسيييت  1991تيييا  1791اف (بهتيييرين گاومييياهي شيييناد دريييياي خيييزر) كيييه در سيييالهاي  رحييييم
ر گونييه جديييد از اييين ماهيييان را در درييياي خييزر شناسييايي و معرفييي نمايييد. در گونييه و زييي 7حييدود 
سيييالهاي اخيييير مطالعيييات كليييي و عميييومي بييير روي برخيييي از گاوماهييييان در سيييواحل ايرانيييي دريييياي 
 خزر توسط برخي از دانشجويان و پژوهشگران به انجام رسيده است. 
 
 
 تحقيقات جهاني:  -6-3-6
در حوضيييه جنيييوب  ربيييي دريييياي  AND، بييير روي ژنيييوم suibogoeNبررسيييي جمعييييت جييينس 
موجيييييود در  sumotsonalem suibogoeNو  irelssek suiubogoeNسيييييياه گونيييييه هيييييای 
مييي باشييد توسييط تكنيييك  suipsac.Nهيياي هييم جيينس بييا آبهيياي بخييش اروپييايي درييياي سييياه كييه گونييه 
اسيييت كيييه انجيييام گرفتيييه  )7002(ruofuD و)7002(avolicoksyV مايكروسيييتلايت توسيييط ،
نتيييايج حاصيييل از آن مشييياهده تنيييوع پيييايين در هييير دو گونيييه ميييي باشيييد.همچنين مطالعيييات مولکيييول  
موجيييود در آبهيييای درياهيييای خيييزر و   sumotsonalem.Nگسيييتردهاي  بييير روی جمعييييت گونيييه 
 AND و ANDtmژنيييوم  neipetS .صيييورت گرفتيييه اسيييت neipetS )6002( سيييياه توسيييط 
رار داده اسيييت وتنيييوع پيييايين در ايسيييتگاههای ميييورد بررسييي  هسيييته ايييين گونيييه را ميييورد بررسييي  قييي
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 42
 
 ها  مواد و روش -2
 مقدمه  -6-2
عيييدد گييياو مييياهي خيييزري جهيييت تعييييين تنيييوع ژنتيكيييي موجيييود در  531در ايييين تحقييييق، نمونيييه باليييه 
جمعييييت گييياو مييياهي خيييزري موجيييود در حوضيييه جنيييوبي خيييزر ميييورد اسيييتفاده قيييرار گرفتنيييد كيييه از 
نمونييه  53نمونييه مربييوط بييه منطقييه چييالود و  15نمونييه مربييوط بييه منطقييه انزلييي و  15اييين تعييداد 
ن (بنيييدر تيييركمن) ميييي باشيييد. بعيييد از ارسيييال نمونيييه هيييا بيييه پژوهشيييكده مربيييوط بيييه منطقيييه گلسيييتا
و  ANDاكولييوژي خييزر واقييع در خييزر آبيياد سيياري مراحييل بعييدي آزمايشييات كييه شييامل اسييتخراج 
مييييي باشييييد  PLFRتوسييييط  RCPو هضييييم آنزيمييييي محصييييولات  RCPتكثييييير ژن توسييييط تكنيييييك 
 ر ادامه بح   كر مي گردد. هاي اجمالي و نتايج اين تحقيق د انجام شده و نهايتا بررسي
 مراكزي كه در اين خصوص با ما همكاري داشتند عبارتند از : 
 مركز تحقيقات شيلات اكولوژي درياي خزر ( خزر آباد ساري)  
 مركز تحقيقات شيلات بندر انزلي  
 مركز تحقيقات شيلات گرگان 
 دستگاههاي مورد نياز 2-2
 دستگاه ترموسايکلر 
  hcitteHدستگاه سانتريفوژ مدل 
 /. 1 rgmترازوي ديجيتال با دقت 
  ROTATORشيكر مدل 
  NAMKCEBاسپكتروفتومتر مدل 
  WTW-325HPمترديجيتالي مدل  HP
 الكتروفورز افقي مدل  پويا پژوهش
  اختريانالكتروفورز عمودي مدل  
 اولتراترانسيلو ميناتور 
  02FIVU-REFEOHدستگاه مستند ساز ژل مدل 
  16°Cو  73°Cبن ماري 
 73°Cانكوباتور 
 درجه سانتي گراد  -12فريز 
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ميكروليتيييير و سرسييييمپلرهاي مربييييوط بييييه  111-1111، 11-111، 1/1-11سييييمپلر هيييياي متغيييييير 
 آن (سفيد ، زرد، آّبي) 
 
 مواد شيميايي مورد نياز  -8-2
 BAND)8=HP ,M52/. ATDE ,M 4/. LCAN(بافر
 (سيناژن)  k lm/gm 02پروتئيناز 
 كلروفرم ( مرر)
 اتانل خالص 
 مولار (سيناژن) 3سديم استات 
 در جه  17اتانل 
 آب دوبار تقطير ديونيزه و استريل
  RCP x01 .2lcgM ,PTNd ,esarem yloP AND qaTبافر 
 پرايمر جلوبر ومعکود
 پودر آگارز براي آزمايشات مولكولي 
  EBT) x1( )ATDE-etaruB-sirT(بافر 
 رنگ اتيديوم برمايد 
 
 ايستگاه هاي نمونه برداري:   -4-2
ايسييتگاه هييا نمونييه بييرداري در شييرا (مصييب گرگييان رود واقييع در بنييدر تييركمن) مركييز (چييالود) 
) كيييه مشخصيييات آن در 1-2و  يييرب (بنيييدر انزليييي) جنيييوب دريييياي خيييزر انتخييياب گردييييد (در شيييكل 
 ارائه شده است.  1-2جدول 
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 برداري شده غرافيايي ايستگاههاي نمونه) . موقعيت ج1-2جدول (
ايستگاههاي  عر جغرافيايي طول جغرافيايي موقعيت
 برداري نمونه
 M1  942131N  732900E انزلي 
 M2  042634N  543421E چالود 
تيييييييييييييييركمن بنيييييييييييييييدر 
 (گرگانرود)
 M3  6558922/N  3559552/E
 
 
 برداري نشان داده شده است نمونه ) . درياي خزر و موقعيت مناطق1-2شكل (
و در  ييييرب در  68/1/22در مركييييز در تيييياري   58/11/42نمونييييه بييييرداري در شييييرا در  تيييياري  
 انجام شد .  68/1/91تاري  
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 روش نمونه برداري  – 5-2
 8نمونيييه بيييرداري در شيييرا ( مصيييب گرگيييان رود در بنيييدر تييير من) بيييا اسيييتفاده از تيييورپره بيييا قطييير 
و در  يييرب ( بنيييدر انزليييي) توسيييط روش ميليييي متييير  و مركيييز (چيييالود) بيييا اسيييتفاده از تيييور سييياليك 
ها را در داخييل پييودر ييي  بييه  متيير) انجييام شييد. بعييد از صيييد نمونييه 51تراولينييگ (در عمييق  متيير از 
آزمايشييگاه هيياي مركييز تحقيقييات شيييلات گرگييان ،نوشييهر، انزلييي انتقييال و سييريعا بيييومتري شيييده و 
سيييتفاده در ظيييروف نمونيييه بعيييد از مراحيييل بييييومتري قسيييمتي از باليييه مييياهي را جيييدا كيييرده جهيييت ا
بييرداري حيياوي الكييل اتيليييك خييالص قييرار داده شييده و بييه آزمايشييگاه ژنتيييك مركييز تحقيقييات شيييلات 
 درياي خزر واقع در خزر آباد ساري منتقل شدند. 
 ANDاستخراج  -1-2
از  ANDبعيييد انتقيييال نمونيييه هيييا بيييه آزمايشيييگاه مرحليييه اول عملييييات آزمايشيييگاهي يعنيييي اسيييتخراج 
 نمونه ها آ از شد.
روشييييهاي مختلفييييي وجييييود دارد كييييه در اييييين تحقيييييق بييييراي بدسييييت آوردن  ANDبييييراي اسييييتخراج 
 كلروفرم استفاده شد.  –از روش  فنل   RCPاي با كميت و كيفيت مناسب براي انجام  AND
 مواد مورد نياز  6-1-2
 *ETS -
 )6831(سديم دو دسيل سولفات) (امتيازی،   *SDS -
  kپروتئيناز  -
 فنل  -
 كلروفرم -
 استات سديم -
 درصد  111اتانول  -
 درصد  17اتانول - -
 * طرز تهيه محلولهاي بكار رفته در ضميمه آورده شده است 
 كلروفرم  –روش استخراج فنل  6-6-1-2
ميليييييي گيييييرم از بافيييييت فييييييكس شيييييده باليييييه را در اتيييييانول خيييييالص را  15-111در ايييييين روش ابتيييييدا 
بيييه   ETSميكروليتييير از محليييول  115بصيييورت خيييرد شيييده داخيييل ييييك ميكروتييييو  ريختيييه  و مقيييدار 
 آن اضافه شده تا قطعات خرده شده بصورت معلق درآيد.
بييييه عنييييوان دترجنييييت يييييوني (سييييديم دو دسيييييل سييييولفات )  SDSميكروليتيييير از محلييييول  15سييييپس 




بيييييييه آن اضيييييييافه كيييييييرده و  01( 
قييرار داده شييد تييا بييه   )rekahs(دقيقييه بيير روي شيييكر  13-16ميكروتيييو  حيياوي نمونييه بييه مييدت 
 درجه سانتي گراد گذاشته شد.  15ساعت در بن ماري  61-42حل شدن بافت كمك و به مدت 
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ميكروليتيييير فنييييل بييييه آن اضييييافه كييييرده و بييييا همييييزن  115ه هضييييم سييييلولي مقييييدار پييييس از مرحليييي
 قرار داده شد.  rekahsساعت در دماي اتاا بر روي  1/5-2همزده شد و به مدت  )xetrov(
 و ETS,sirtبايسيييييييييييت قيييييييييييبلا بيييييييييييا اسيييييييييييتفاده از  قابيييييييييييل  كييييييييييير اسيييييييييييت كيييييييييييه فنيييييييييييل مي
وختگي و ضيييايعات فنيييل آمييياده سيييازي گيييردد و جهيييت جليييوگيري از سييي eniloniuq yxordyh-8
لازم اسييت تمييام مراحييل آميياده سييازي و اضييافه كييردن فنييل در زييير هييود انجييام شييود و در حييين كييار 
 از دستكش و عينك محافظ و ماسك استفاده گردد. 
دقيقيييه سيييانتريقوژ شيييده و بعيييد از تشيييكيل دو  5بيييه ميييدت  11131mprبعيييد از ايييين ميييدت نمونيييه در 
ي بيييدقت جيييدا شيييده و در ييييك ميكروتييييو  ديگييير ريختيييه و بيييه لاييييه در داخيييل ميكروتييييو  لاييييه رويييي
دقيقيييه بييير  12بيييه ميييدت xetrovميكروليتييير كلروفيييروم بيييه آن اضيييافه كيييرده و بعيييد از  115مقيييدار 
دقيقييييه سييييانتريفوژ شييييد. مجييييدداا فيييياز بييييالا را بييييه  5روي شيييييكر قييييرار داد و پييييس از آن بييييه مييييدت 
ميكروليتيييير  14) و -12لكييييل مطلييييق (ميكروليتيييير ا 118ميكروتيييييو  جديييييد ريختييييه و بييييه مقييييدار 
بيييه ميييدت  11131mprمحليييول بيييا  ANDاسيييتات سيييديم بيييه آن اضيييافه گردييييد. جهيييت رسيييوب دادن 
دقيقييه سييانتريفوژ شييد الكييل رويييي را دور ريختييه و رسييوب شيييري رنييگ جمييع شييده در تييه لولييه  51
لكيييل درصيييد شستشيييو داده شيييد. جهيييت خشيييك كيييردن و خيييارج كيييردن ا    17ميكروليتييير الكيييل 111بيييا 
درجيييه سيييانتي گيييراد قيييرار داده شيييد. پيييس از خشيييك كيييردن  73از رسيييوب نمونيييه درون انكوبييياتور 
دقيقيييه در  13-54ميكروليتييير آب مقطييير اسيييتريل بيييه آن اضيييافه و بيييه ميييدت  111كاميييل نمونيييه مقيييدار 
اسيييتخراج شيييده درون آب مقطييير  ANDسيييانت  گيييراد قيييرار داده شيييد. در ايييين مرحليييه  73بييين مييياري
 حل مي گردد. 
 
                     
 
. مرحله 1-2-2. جداسازي محلول بالاي                      شكل  1-2-2 شكل                 
 كردن فنل                         فنل با استفاده از سمپلر سانتريفوژ، بعد از اضافه




 استخراج شده . ANDبررسي كمي و كيفي  -7-2
اسيييتخراج شيييده مشيييخص گيييردد بيييراي ايييين  ANDلازم اسيييت كمييييت و كيفييييت  RCPجهيييت انجيييام 
 منوور از دو روش استفاده شده است. 
 روش الكتروفورز افقي  6-7-2
 مواد مورد نياز  6-6-7-2
 پودر آگارز 
  EBT)x1(محلول 
 ارلن مقاوم در برابر حرارت 
 محلول رنگي اتيديوم برمايد 
 ) reffuB gnidaoLبافرسنگين كننده(
 روش تهيه ژل آگارز  2-6-7-2
جهييت آميياده كييردن ژل آگييارز بييا دانسييتن حجييم ظرفييي كييه ژل در آن ريختييه مييي شييود مقييدار معينييي 
(نسيييبت  xو آب مقطييير را درون ارلييين حيييل نميييوده  EBT )x1(را در محليييول   )v/w1%(آگيييارز 
ميييي باشيييد) و ايييين تركييييب روي شيييعله قيييرار گرفتيييه تيييا وقتيكيييه  11بيييه  1ر حيييدود بيييه آب مقطييي EBT
رنييييگ آن شييييفاف شييييود. بعييييد از كيييياهش درجييييه حييييرارت محلييييول آن را درون ظييييرف مييييورد نويييير 
ريختيييه و بيييا قيييرار دادن ظيييرف ژل در مكييياني كيييه داراي تيييراز يكنواخيييت باشيييد ، بيييه بسيييته شيييدن 
دقيقيييه ژل سيييفت شيييده و شيييانه را از داخيييل  12تيييا  51يكنواخيييت ژل كميييك ميييي شيييود. عميييلا بعيييد از 
 ژل خارج نموده و ژل را در داخل دستگاه الكتروفورز قرار داده مي شود. 
 روش كار  8-6-7-2
پيييس از تهييييه و قيييرار دادن ظيييرف الكتروفيييورز حييياوي ژل در تانيييك الكتروفيييورز مقيييدار مشيييخص از 
ميكروليتييير بيييافر سييينگين كننيييده (رنيييگ) بييير روي  2ميكروليتييير) هميييراه بيييا  5-11(حيييدود  AND
 چاهكهاي موجود بر ژل آگارز تزريق شده تا الكتروفورز گردد. 
وليييت انجيييام شيييد . سيييپس بيييراي رنيييگ آمييييزي ژل آن را  17دقيقيييه و بيييا ولتييياژ  13-14الكتروفيييورز 
دقيقيييه قيييرار ميييي دهييييم سيييپس آن را درون آب  5-11درون تانيييك حييياوي اتييييديوم برماييييد بيييه ميييدت 
ثانييييه ميييي گيييذرايم . بيييراي مشييياهده نتيجيييه الكتروفيييورز از دسيييتگاه مسيييتند سييياز  11مقطييير بيييه ميييدت 
د پيييس از الكتروفيييورز از روي شيييدت بانيييد تشيييكيل شيييده ميييي تيييوان بيييه كيفييييت و تيييا ژل اسيييتفاده گرديييي





 )تانك الكتروفورز افقي (آزمايشگاه بيوتكنولوژي پژوهشكده اكولوژي خزر) 3-2شكل (
 روش اسپكتروفتومتري  2-7-2
تيييا  162طيييول ميييوج بيييا اسيييتفاده از جيييذب نيييوري در  ANDايييين روش روش كميييي اسيييت و  لويييت 
 نانومتر اندازه گيري مي شود. 182
 روش كار  6-2-7-2
روش كييار بييدين ترتيييب اسييت كييه پييس از اينكييه دسييتگاه بييا بييافر يييا آب مقطيير كيياليبره گرديييد، نمونييه 
و  162مييييورد نويييير را در داخييييل ميكروسييييل ريختييييه و مقييييدار جييييذب آن را در طييييول مييييوج  AND
 طبق فرمول زير محاسبه مي شود. AND نانومتر خوانده مي شود سپس  لوت 182
در محلول بر  ANDنانومتر= لوت  162ميزان جذب نور در طول موج × ضريب رقت  05X
 حسب ميكروگرم بر ميلي متر.
قيييرار داشيييت كيييه نشيييانگر  2تيييا  1/57در نمونيييه هيييا بيييين  DO162/DO182نسيييبت جيييذب نيييوري  
 نمونه ها بود.  ANDكيفيت خوب 
 ) RCPپليمر از ( واكنش زنجيره اي – 3-2
بيييا اسيييتفاده از ييييك جفيييت پرايمييير برگرفتيييه از مقاليييه  PLFRواكييينش زنجييييره اي پليميييراز در تكنييييك 
، ژنيييييوم ميتوكنيييييدري  pool-Dكيييييه جهيييييت تكثييييير تيييييوالي نوكلئوتيييييدهاي  )5991( ytrehguoD
 به  ار برده بود،از طريق شبكه اينترنتي بدست آمد.  sumotsonalem suibogoeN




-جلوبر   )9891 .la te rehcoK,  3-AATCTTAAAATCGAAACCC- 5(oG
         پرايمر       
پرايمر )0991 .la te reyeM ,  3-GTAGACCAAGGATGAAGTCC- 5( 1oG
  -معکود 
 ناحييييييه RCPرفيييييت بيييييا توجيييييه بيييييه نتيييييايج مقاليييييه ميييييورد نوييييير، انيييييدازه محصيييييول  انتويييييار مي
بييود، امييا در نتييايج بدسييت آمييده، بعييد  جفييت بيياز مي 157بايييد حييدود  گاوميياهي خييزري مي pool-D 
 174و بييييردن آن روي ژل پلييييي اكريييييل آميييييد، انييييدازه آن حييييدود  RCPاز بدسييييت آوردن محصييييول 
 جفت باز است.
كيييه  )5002( gnahCجهيييت بررسيييي بيشيييتر از ييييك جفيييت پرايمييير ديگييير كيييه برگرفتيييه از مقاليييه  
 pool-Dو ناحييييه ANRt 2، ژنهييياي bژن سييييتوكروم   كلئوتييييدهاي مجموعيييهمربيييوط بيييه تيييوالي نو
از طريييق شييبكه اينترنتيييي  ,ژنييوم ميتوكنييدري  ييه از گونييه هيييای ماهيهيياي زييير طراحييي شيييده بودنييد
 بدست آمد
از خانواده سگ ماهيان م  باشد و )2991,.la te gnezT(  ertsucal amotsossorC -1
 پور oiprac sunirpyc )4991 ,.la te gnehC( زگاری يافتند. درجويبارهای تند آسيای جنوب  سا
) قزل آلای رنگين 5991 ,.la te ayodraZ( ssikym suhcnyhrocnO -3معمول  از  پور ماهيان.
 )6991 ,.la te koaN(  sinnipitanro suretpyloP -4 مان از خانواده آزاد ماهيان، 
 بيچرها، از شعاع بالگان ميباشند.
 ترادف ژني پرايمر مودر نور عبارتست از 
-AGTTCAGTAAYCAGRRCCAATYY-'5(1YC                    -پرايمر جلوبر 
 )'3
-CACTCTTACGGGATGTATGAGGCC-'5( 2D                   -پرايمر معکود
 ) 3
) باشيييييد وليييييي انيييييدازه pbجفيييييت بييييياز ( 4212-6212حيييييدود  RCPرفيييييت محصيييييول  انتويييييار مي
 بوده است.  117pbاكريل آميد حدود  از بردن برروي ژل پلي بعد RCPمحصول 
بييا توجييه بييه اينكييه پرايمرهيياي اييين مقالييه اختصاصييي نبييوده، جهييت اطمينييان از نتيجييه بدسييت آمييده 
  sumotsonolem.N،  pool-Dيييييك جفييييت پرايميييير بوسيييييله تييييوالي بدسييييت آمييييده از نوكلئوتيييييدهاي 
بدسيييت آميييده بيييود و بيييا اسيييتفاده از نيييرم افيييزار  از شيييبكه اينترنتيييي )IBCN(از طرييييق بانيييك ژنيييي 
 يك جفت پرايمر طراحي شد كه توالي نوكلئوتيدهاي پرايمرهاي مورد نور شامل  SISNAD
 )'3-CATGAGAACTTACCAATTTCAG-'5( 68AG                 -پرايمر جلوبر
 )'3-GTAGGGAGGTACTATCACTC-'5( 682AG           -پرايمر معکود





جفيييت بييياز باشيييد. اميييا بعيييداز انجيييام  036حيييدود  RCPار ميييي رود انيييدازه محصيييول ميييي باشيييد. انتوييي
 113روي ژل پلييييي اكريييييل آميييييد، انييييدازه بانييييد ايجيييياد شييييده حييييدود  RCPو بييييردن محصييييول  RCP
 جفت باز بوده است. 




 :RCPمواد اوليه واكنش  6-3-2
هييياي زيييير بهينيييه و ميييورد  بيييا  لوت RCPميكيييرو ليتيييري  15مقيييدار ميييواد لازم بيييراي ييييك واكييينش 
 استفاده قرار گرفتند. 
 l 5  reffuB RCPX01
 l 6.1  )Mm 05(2lCgM
 l 4.0  )Mm01(PTNd
 l 4  )M 01(F remirP
 l 4  )M 01(R remirP
 esaremyloP AND qaT
 )lm/u5(
 l  4.0 
 6.33  WDD
 l  1-5.0  etalpmeT AND
 l 05  latoT
 
 
 :RCPروش اجراي  2-3-2
ميكروليتييير  1/5-1مقيييدار  ANDميكروليتيييري انتخييياب و بسيييته بيييه  لويييت  115ييييك ميكروتييييو  
 1/5، esaremylop AND qaT/. ميكروليتييييير آنيييييزيم، 4، PTNdميكروليتييييير  1/4، AND
ميكروليتييييييير از هيييييير پرايميييييير و مقيييييييدار  12،  RCPميكروليتيييييير بييييييافر  5، 2lCgMميكروليتيييييير 
ميكروليتييير  15بيييه آن اضيييافه گردييييد، بگونيييه اي كيييه حجيييم كيييل محليييول درون لوليييه بيييه  O2Hمعينيييي
 RCPثانييييه سيييانتريفوژ گردييييد، جهيييت انجيييام  13برسيييد. محتيييوي لوليييه را بيييه دقيييت بيييه هيييم زده  و 
 lamrehTپييس از آزمايشييات متعييدد و تغيييير درجييه حرارتهييا و زمييان هيير يييك از مراحييل، دسييتگاه








 با پرايمر اختصاصي  RCP: برنامه استفاده شده براي انجام  2-2جدول                     
 
 شرايط 
 دما زمان مراحل 
 مرحله اول
 چرخه) 6(  
C دقيقه  5 noitarutaneD
  55 °
 مرحله دوم 







  55 ْ C
 45 ْ C
 27 ْ C
 مرحله سوم
 چرخه) 6(  
  27 ْ C دقيقه  5 noisnetxE
 
 
 )دستگاه ترموسايكلر 4-2شكل (
 
نمونيييه هيييا را داخيييل آن قيييرار داده و دسيييتگاه  relcyC lamrehTپيييس از تنوييييم برناميييه دسيييتگاه 
 دقيقه بوده است.  711حدود  RCPشود . زمان مورد نياز براي تكميل يك برنامه  روشن مي
ميكروليتييييير از  11، مقييييدار RCPپييييس از اتمييييام كييييار جهيييييت كنتييييرل كميييييت و كيفييييييت محصييييول 
روفيييورز و بييييا درصييييد ، الكت 1بيييير روي ژل آگيييارز  ANDمحصيييول را همييييراه بيييا ميييياركر انيييدازه 
و دسيييييتگاه مسيييييتند سييييياز ژل   VUرنيييييگ آمييييييزي اتييييييديوم برماييييييد و بيييييا اسيييييتفاده از اشيييييعه 
 بررسي شد.   -REFEOH( )02FIVUمدل
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  RCPمرحله هضم آنزيمي محصول  -5-2
 l  3  )nocilpmA( etalpmeT
 l 2.0  )lm/tinu 01( emyznE
 l  3  reffuB emyznE
 l  8.31  WDD
 l 02  latoT
 
 
 5-11(RCP ، حجييييم مشخصييييي از محصييييولANDدر اييييين مرحلييييه متناسييييب بييييا شييييدت بانييييد 
ميكروليتييير بيييافر آنيييزيم كيييه توسيييط شيييركتهاي  3ميكروليتييير) را داخيييل ميكروتييييو  ريختيييه و مقيييدار 
واحيييد آنيييزيم بيييه آن اضيييافه كيييرده و سيييپس حجيييم آن را بيييا آب  1-2تولييييد كننيييده توصييييه شيييده انيييد و 
سييياعت  61ده شيييد. پيييس از مخليييوط كيييردن محليييول فيييوا بيييه ميييدت ميكروليتييير رسيييان 12مقطييير بيييه 
سيييانت  گيييراد درجيييه قيييرار داده شيييد و سيييپس جهيييت بررسيييي كمييييت و كيفييييت  73داخيييل بييين مييياري 
درصييييد الكتروفييييورز شييييد، مييييدت زمييييان  6عمييييل هضييييم آنزيمييييي بيييير روي ژل پلييييي اكريييييل آميييييد 
بطيييور كاميييل صيييورت  انكوباسييييون و مقيييدار آنيييزيم ميييورد نيييياز باييييد طيييوري تنوييييم گيييردد كيييه هضيييم
 پذيرد.
 
 نحوه انتخاب آنزيم هاي محدود كننده:  6-5-2
همييييانطور كييييه افييييراد مختلييييف اثييييرات انگشييييت متفيييياوتي دارنييييد، آنزيمهيييياي محييييدود اثيييير نيييييز 
مكانهييياي مختليييف را بيييرش ميييي دهنيييد و داراي جايگييياه اختصاصيييي بيييوده كيييه در موقعييييت خاصيييي 
حاصيييل از  RCPاسيييتفاده شيييده، محصيييول جفيييت پرايمييير  3را قطيييع ميييي كنيييد. از  ANDمولكيييول 
)،جهيييت هضيييم آنزيميييي، بيييه عليييت بيييزر تييير بيييودن 1YC,2D،()5991( gnahCپرايمييير مقاليييه 
 نسبت به محصولات دو پرايمر ديگر انتخاب شد. RCPاندازه مولكولي محصول 
و جايگييياه اختصاصيييي هييير آنيييزيم و بيييا اسيييتفاده از  RCPبيييا توجيييه بيييه تعيييداد بازهييياي آليييي محصيييول 
در  117تييييا  12هيييياي شييييماره  ، ليسييييت آنزيمهيييياي كييييه در محييييدوده بازي SISANDنييييرم افييييزار 
 suipsac.N  2 ANRt,و ژنهيييياي  pool-Dناحيييييه  ،I)IOC(تييييوالي ژن سيييييتوكروم اكسيييييد از 
هييای مشييخص شييده جايگيياه اختصيياص دارنييد مشييخص گرديد.البتييه در اييين بررسيي  عييلاوه بيير آنزيم
حاصيييل  RCPآنيييزيم موجيييود در آزمايشيييگاه جهيييت هضيييم بييير محصيييول  74توسيييط نيييرم افيييزار، از 
محييل قطييع داشييته انييد  ييه  RCPآنييزيم بيير محصييول  21اسييتفاده شييد  ييه تنهييا  2D,1YCاز پرايميير 
 اسام  آنها به شر  زير م  باشد.  
  IIcniH – IsaT – IasR -IobM -IarD -)IRSB(INeSB - )IAmsB(I62wlA - IulA
 . I51usB - I1niH – I5821hsB - )IIIeaH(IRusB
ميييورد اسيييتفاده قيييرار  3-2بيييا توجيييه بيييه امكانيييات موجيييود آنيييزيم هييياي  كييير شيييده در جيييدول شيييماره 
 گرفته است. 
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هيياي مييورد اسييتفاده و پيييش بينييي موقعيييت محلهيياي قطييع هيير آنييزيم جهييت  ه آنزيم3-2جييدول شييماره 
 حوضه جنوبي درياي خزر. suipsac.Nاهي خزري بررسي تنوع       ژنتيكي گاوم
موقعيت محل قطع (شماره 
 باز)
 نام آنزيم محل قطع آنزيم
 IulA  GATC  036 , 025,083 ,002
 )IAmsB(I62wlA CTCTG 092,461,46
 )IrSB(INeSB  CAGTC 065,004
 IarD TTTAAA 072,521
 IobM CTAG 054 , 052 ,66
 IasR CACG 094 ,043
 IsaT  TAAG 025
 IIcniH  YTGCAR 044
 )IIIeaH(IRusB  GGCC 063 , 221
 I5821hsB  GCGC 565 , 584
 I1 niH  TATAGC  093
 I51usB TAGCTA 325 , 503
 
 اكريل آميد)  الكتروفورز عمودي ( الكتروفورز بر روي ژل پلي 36-2
 موارد مورد نياز  -6-36-2
 آب مقطر  -
 درصد  13پلي اكريل آميد  -
 )x01(  EBTبافر  -
  )SPA(درصد  11آمونيوم پرسولفات  -
   DEMET)enima idenelyhtemateT – N,N ,N,N( -
 بالن داري بازوي جانبي براي تخليه هوا  -
 بافر سنگين كننده  - 
 كه بافر الكتروفورز مي باشد. EBT)x1( بافر -




 )تانك الكتروفورز عمودي (آزمايشگاه بيوتكنولوژي پژوهشكده اكولوژي خزر) 5-2شكل (
 
 درصد  1روش تهيه ژل پلي آكريل آميد  2-36-2
 9/5ميليييي ليتييير آب مقطييير را هميييراه بيييا  53درصيييد ابتيييدا  6جهيييت تهييييه ژل پليييي اكرييييل آمييييد 
را داخيييل ييييك بيييالن   EBT)x01(ميليييي ليتييير بيييافر 4/5درصيييد و  13ميليييي ليتييير پليييي اكرييييل آمييييد 
 11ميكروليتيييير از محلييييول آمونيييييوم پرسييييولفات  583داراي بييييازوي جييييانبي مخلييييوط كييييرده سييييپس 
را بيييه مخليييوط قبليييي اضيييافه ميييي كنييييم سيييپس ايييين  DEMETميكروليتييير از محليييول  15درصيييد و 
 تركيب در فضاي بين دو شيشه كه از قبل آماده بود ريخته شد تا سفت شود. 
 تروفورز عمودي روش كار الك 8-36-2
و شييانه  )recaps(ابتييدا شيشييه هيياي مييورد اسييتفاده جهييت تهيييه ژل عمييودي و فاصييله دهنييده هييا 
% تمييييز شيييدند تيييا هيييي  گونيييه لكيييه و 17را بيييا آب شستشيييو داده و بيييا اسيييتفاده از الكيييل   )bmoc(
 پرزي بر روي آن باقي نماند. 
ي بيييير روي آن قييييرار هييييا را در سييييه ظييييرف شيشييييه زيييييرين گذاشييييته و شيشييييه روييييي -recapS2
 داده شد و با پنس سه طرف شيشه ها بهم متصل گرديد.
 به كمك آگار مذاب فاصله بين شيشه ها، به خوبي محكم شد تا ژل نشست نكند.  -3
% تيييازه تهييييه شيييد، بيييه خيييوبي تكيييان داده شيييد تيييا گازهييياي اضيييافي آن 6محليييول اكرييييل آمييييد  -4
 خارج شده و مواد با هم مخلوط شدند. 
ول اكريييل آميييد تهيييه شييده فييوا را بييه آرامييي بييين شيشييه هييا ريختييه و بعييد شييانه درون محليي -5
 حركت در روي ميز قرار گرفت تا ژل بسته شد.  ژل قرار داده شد و حدود يك ساعت بي
 توجهه به هي  وجه حباب هوا درون ژل نبايد وجود داشته باشد. 
دقيييت از شيشيييه و ژل جيييدا كيييرده و پيييس از بسيييتن ژل، شيييانه و فاصيييله دهنيييده پيييايين را بيييا  -6
 شيشه حاوي ژل با گيره بطور محكم روي تانك وصل شد. 
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هييياي بيييالاي  ريختيييه و بيييا سيييرنگ شستشيييوي چاهك EBT)x01(درون تانيييك عميييودي، بيييافر  -7
ژن (جهييييت حييييذف ژلهيييياي اضييييافي و گييييرفتن حبابهيييياي هييييواي پييييايين ژل و جهييييت اتصييييال صييييحي  
 ها) انجام شد.  جريان برا و حركت مستقيم و صحي  نمونه
وليييت پييييش ران شيييد تيييا  رات الكترواسيييمز و بييياردار  112ژل بيييه ميييدت يكسييياعت بيييا ولتييياژ  -8
 ژل به قطبين كاتد و آند رفته و از ژل خارج شوند. 
ميكروليتيير بييافر سيينگين كننييده مخلييوط و درون چاهكهييا لييود شييد.  2نمونييه هضييم آنزيمييي بييا  -9
 ماركر لود شد.  ميكروليتر سايز 2در يكي از چاهكها هم 
 ولت الكتروفورز شد. 151ساعت با ولتاژ  4سپس ژل بمدت  -11
ها بعنييوان شييياخص مييييزان حركييت بانيييدها بييه پيييايين ژل رسييييد،  پييس از اينكيييه رنييگ نمونيييه -11
 يابد. الكتروفورز خاتمه مي
آميزي  پيييييس از اتميييييام الكتروفيييييورز، در جرييييييان بيييييرا منبيييييع تغذييييييه قطيييييع و ژل، رنيييييگ -21
 گرديد.
 آميزي ژل پلي آكريل آميد رنگ -66-2
 مواد مورد نياز -6-66-2
 آب مقطر  -
 اتانول مطلق  -
 اسيد استيك  -
 نيترات نقره  -
 سديم بروهيدريد  -
 درصد 73فرمالدئيد  -
 محلولهاي مورد نياز: -2-66-2
جهييت رنييگ آميييزي ژل پلييي اكريييل آميييد، سييه نييوع محلييول لازم اسييت كييه طريقييه آنهييا بييه شيير  
 ر استهزي
 ه1محلول شماره 
 14 lm%) 11اتانول (
 2 lm%) 1/5اسيد استيك (
  163 lmآب مقطر 
 ه2محلول شماره 
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 1/2g) 3ongAنيترات نقره (
 112lmآب مقطر 
 3محلول شماره 
 4/5 g) HOANهيدروكسيد سديم (
 1/31g) 4HBANسديم بروهيدريد (
 1/2 lm%) 73فرمالدئيد (
 113 lmآب مقطر  
 كارروش  -8-66-2
قبيييل از شيييروع رنيييگ آمييييزي ژل پليييي اكرييييل آمييييد، باييييد بيييه ايييين نكتيييه توجيييه داشيييت كيييه جهيييت 
ابتيييدا هيدروكسيدسيييديم را در آب مقطييير حيييل كيييرده و سيييپس ميييواد ديگييير بييير  3تهييييه محليييول شيييماره 
دقيقيييه در  3روي آن ريختيييه شيييود. جهيييت رنيييگ آمييييزي ژل پليييي اكرييييل آمييييد، ابتيييدا ژل را بيييه ميييدت 
قيييرار داده شيييود.  2دقيقيييه در محليييول  11بيييار تكيييرار) و سيييپس بيييراي ميييدت  2داد. (قيييرار  1محليييول 
ثانييييه) شسيييته و در مرحليييه آخييير بيييه  13سيييپس از ايييين ميييدت ژل را دوبيييار بيييا آب مقطييير هييير بيييار (
قييييرار داد. تابانييييدها ظيييياهر شييييوند سييييپس ژل را بييييا آب مقطيييير  3دقيقييييه ژل را در محلييييول  11مييييدت 
بندي گردييييد. انيييدازه هييير ييييك از بانيييدها بييير روي ژل  كي بسيييتهشسيييته شيييده و در ييييك پوشيييش پلاسيييتي















 نتايج  -3
نمونييه، بالييه ميياهي  531كلروفييرم از  –بييه روش فنييل  . )suipsac.N(گاوميياهي خييزري  AND
آميزي  استخراج گردييد كيه كمييت و كيفييت آن توسيط اسيپكتروفتومتر و الكتروفيورز ژل آگيارز بيا رنيگ
 بررسي شد.  VUاتيديوم برمايد و مشاهده آن با اشعه 
اسيتفاده  RCPنانوگرم و داراي شكستگي كمتر، بيراي  15با  لوت بيش از   AND از نمونه هاي
 گرديد. 
بير ژل  RCPالكتروفيورز محصيول  2-3اسيتخراج شيده و شيكل  AND هايي از نمونيه 1-3شيكل 
 دهد.  % را نشان مي1آگارز 
 )5002( gnahC و يك جفت پرايمر برگرفت از مقاله  RCPبا استفاده از تكنيك 
ها  نيدازه بانيد ايين نمونيه) كه ا3-3منتج به بروز باند در تمام نمونه هاي مورد مطالعه گرديد ( شكل 











آنزيم داراي جايگاههاي  21آنزيم محدود كننده استفاده شد  ه تنها  74از  PLFRجهت انجام آناليز 
كند استفاده  را قطع مي ANDاي رشته  بوده و در محلهاي ويژه RCPاختصاصي بر روي محصول 
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الگوهاي هضمي مربوط به آنزيمهايي را  ه جايگاه برش بر   51-3تا  4-3شده است. شكلهاي شماره 
 دهد.  را داشته اند نشان مي 2D ,1YCحاصل از پرايمر  RCPروی محصول 
  IIcniH – IsaT – IasR -IobM -IarD -)IRSB(INeSB - )IAmsB(I62wlA - IulA
 . I51usB - I1niH -I5821hsB - )IIIeaH(IRusB
الگوهاي هضمي هير ييك از آنزيمهيای فيوا بير روي ژل پليي اكرييل آمييد و بيا اسيتفاده از رنيگ آمييزي 
تعداد و اندازه هر يك از قطعات ايجاد شده براثير  1-3نيترات نقره، بخوبي مشاهده گرديد. جدول شماره 
محاسيبه گردييده اسيت را  RCPعمل آنزيمهاي محدود كننده كه با توجه به توالي نوكلئوتيدهاي محصول 
ها بيا توجيه بيه تعيداد و موقعييت قطيع هير آنيزيم و شيماره بياز و تعيداد بازهياي  دهيد. ايين انيدازه نشيان مي
 محاسبه شده است.  RCPمحصول 
-Dمربيوط بيه ناحييه  RCPتعداد و طول قطعات ايجاد شده بر اثر هضم آنزيميي محصيول  -1-3جدول 
 suipsac.Nماهي  ANRtژن  2،  I، ژن سيتوكروم اكسيداز pool
 )pb(طول قطعات 
تعييييييييييييداد 
 قطعات
 رديف نام آنزيم
 1 IulA 5 112 181 141 111 17
 2 I62wlA 4 114 621 111 46 
 3 INesB 3 114 161 141  
 4 IarD 4 134 541 521  
 5 IobM 4 152 112 481 66 
 6 IasR 3 143 112 151  
 7 IsaT 2 125 181   
 8 IIcniH 2 144 162   
 9 IRusB 3 813 142 221  
 11 5821hsB 3 584 531 18  
 11 I1niH 2 193 113   




   
 
بر روي ژل پلي اكريل  I ulAبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -4-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 
 ه نمونه هاي منطقه بندر تركمن  61تا  11
 
 
، ژن سيييتوكروم pool-D( ناحيييه  RCPبيير روي محصييول  IulA )TCGA(آنييزيم محييدود اثيير -
در سيه منطقيه ميورد مطالعيه (انزليي، چيالود، بنيدر  suipsac.Nهي ) ميا ANRt، 2، ژن،  Iاكسيداز 
جفيت بياز را  112، 181، 141، 111، 17جايگياه قطيع بيوده كيه قطعياتي بيا انيدازه  4تيركمن) داراي 
 ) 4-3بوجود آورده است( شكل 
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بر روي ژل پلي  I62wlAبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -5-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  نمونه : 5تا  1اكريل آميد. ستون هاي 
 ه نمونه هاي منطقه بندر تركمن  61تا  11ستون 
 
 
، pool-D( ناحييه  RCPبير روي محصيول  CTCTG  )IAMSB( I62wlAآنيزيم محيدود اثير  -
در سيه منطقيه ميورد مطالعيه ( انزليي،  suipsac.Nمياهي  ANRt، 2، ژن،  Iژن سييتوكروم اكسييداز 
جفت بياز  114، 621، 111، 46جايگاه قطع بوده كه قطعاتي تا اندازه  3چالود، بندر تركمن) داراي 
 ) 5-3را بوجود آورده است. ( شكل 
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بر روي ژل پلي اكريل  INesBبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -1-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 
 ه نمونه هاي منطقه بندر تركمن 61تا  11
 
 
، ژن pool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول   CAGTC  )IrsB(INesBآنزيم محدود اثر  -
در سه منطقه مورد مطالعه (انزلي،  suipsac.N) ماهي ANRt، 2، ژن،  Iسيتوكروم اكسيداز 
جفت باز را   114، 161، 141جايگاه قطع بوده كه قطعاتي تا اندازه  2چالود، بندر تركمن) داراي 













بر روي ژل پلي اكريل  I arDبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -7-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 




، ژن سيتوكروم pool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول TTTAAA   IarDآنزيم محدوداثر  -
در سه منطقه مورد مطالعه (انزلي، چالود، بندر  suipsac.N) ماهي ANRt، 2، ژن،  Iاكسيداز 
آورد(  جفت باز بوجود مي  134، 541،  521جايگاه قطع بوده كه قطعاتي با اندازه  2تركمن) داراي 










بر روي ژل پلي اكريل  IobMنزيم با آ suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -3-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 




، ژن سيتوكروم pool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول  )CTAG( IobMآنزيم محدوداثر  -
در سه منطقه مورد مطالعه (انزلي، چالود، بندر   suipsac.N) ماهي ANRt 2، ژن،  Iاكسيداز 
جفت باز بوجود  152،   112، 481،  66جايگاه قطع بوده كه قطعاتي با اندازه  3تركمن) داراي 










   
 
اكريل  بر روي ژل پلي IasRبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -5-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 




، ژن سيتوكروم pool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول CACG   ISaRآنزيم محدوداثر  -
در سه منطقه مورد مطالعه (انزلي، چالود، بندر  suipsac.N) ماهي ANRt 2، ژن،  Iاكسيداز 
آورد(  جفت باز بوجود مي  143، 112،  151جايگاه قطع بوده كه قطعاتي با اندازه  2تركمن) داراي 










بر روي ژل پلي اكريل  IsaTبا آنزيم  suipsac.Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -36-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 




، ژن سييييتوكروم pool-D( ناحييييه  RCPبييير روي محصيييول  TAAG  IsaTآنيييزيم محيييدوداثر  -
در سييه منطقييه مييورد مطالعييه (انزلييي، چييالود، بنييدر  suipsac.N) ميياهي ANRt 2 ، ژن، Iاكسيييداز 
آورد(  جفيت بياز را  بوجيود ميي 125،  181تركمن) داراي يك جايگاه قطيع بيوده كيه قطعياتي بيا انيدازه 








   
 
بر روي ژل پلي  IIcniHبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -66-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1اكريل آميد. ستون هاي 




، ژن سيتوكروم pool-D( ناحيه  RCP) بر روي محصول CARYTG( IIcniHآنزيم محدوداثر  -
در سه منطقه مورد مطالعه (انزلي، چالود، بندر  suipsac.Nماهي  )ANRt 2، ژن،  Iاكسيداز 












بر روي ژل پلي  I51usBبا آنزيم  suipsac.Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -26-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1اكريل آميد. ستون هاي 




، ژن pool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول   TATAGC  I5IUSB آنزيم محدوداثر  -
در سه منطقه مورد مطالعه (انزلي، چالود،  suipsac.Nماهي  ANRt 2، ژن،  Iسيتوكروم اكسيداز 
جفت باز بوجود   513، 812، 771،  18جايگاه قطع بوده كه قطعاتي با اندازه  2بندر تركمن) داراي 




   
 
 
ل پلي روي ژ بر 5821hsB با آنزيم suipsac.N ماهي RCP الگوي هضمي محصول -86-8شكل
نمونه هاي منطقه چالود و :  11 تا 6ستون هاي منطقه انزلي،  : نمونه 5تا  1هاي  ستون. اكريل آميد




، ژن سيتوكروم pool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول   GCGC  5821hsB آنزيم محدود اثر -
در سيه منطقيه ميورد مطالعيه (انزليي، چيالود، بنيدر  suipsac.N) مياهي ANRt، 2، ژن،  Iاكسييداز 






بر روي ژل پلي  IRusDبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محصول  -41-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1اكريل آميد. ستون هاي 




، ژن pool-D( ناحييه  RCPبير روي محصيول    GGCC   )IIeaH( IrusBآنيزيم محيدوداثر  -
در سيييه منطقييه ميييورد مطالعييه (انزليييي،  suipsac.N) ميياهي ANRt، 2، ژن،  Iسيييتوكروم اكسييييداز 
جفيت بياز   813، 142،  221جايگياه قطيع بيوده كيه قطعياتي بيا انيدازه  2چالود، بندر تيركمن) داراي 







بر روي ژل پلي اكريل  IIniHبا آنزيم  suipsac .Nماهي  RCPالگوي هضمي محضول  -56-8شكل
ه نمونه هاي منطقه چالود و ستون  11تا  6هاي منطقه انزلي، ستون  ه نمونه 5تا  1آميد. ستون هاي 




وم ، ژن سيتوكرpool-D( ناحيه  RCPبر روي محصول   TATAGC  I1niHآنزيم محدوداثر  -
در سييه منطقييه مييورد مطالعييه (انزلييي، چييالود، بنييدر  suipsac.N) ميياهي ANRt 2، ژن،  Iاكسيييداز 





آنزيم در توال  ژنوم  21آز استفاده شده تنها  ANDآنزيم  74دهد، در اين بررس  از  نتايج نشان مي
آنزيم هضم  ننده هي  يک در  21مورد مطالعه محل شناساي  داشته و موجب هضم گرديدند.از ميان 
هضم شده در تمام  RCPنمونه های مورد استفاده الگوهای متفاوت نشان ندادند.در واقع اندازه محصول 
-Dو  ANRtژن 2 b,بود و بيانگر اين است  ه ژن سيتوكروم آنزيمها و برای تمام نمونه ها يکسان 
با آنزيم های مورد استفاده، تنوع ژنتيكي و يا پلي مورفيسم بين افراد  ANDtmمستقر روي  pool
دهد، لذا انجام هر گونه آناليز آماري براي  داخل يك منطقه و يا افراد مناطق مختلف را نشان نمي
و رسم درخت خويشاوندي بين افراد يا گروه ها با بهره گيري از نرم  ytisreviD epytolpaHمحاسبه 
افزار اختصاصي امكان پذير نبوده است.اما نتيجه قابل توجه در اين بررس  اين بود  ه بر طبق آنچه 
 RCP) بيان م  داشت، م  بايست اندازه محصول 5002( gnahC ه پرايمر بر گرفته شده از مقاله 
در تمام  RCPباز مشاهده م  گرديد اما در اين بررس  اندازه محصول  جفت 4212-6212حدود 
 جفت باز به دست آمد.   117نمونه های گاوماه  خزری مناطق مورد بررس  حدود 
 
، ميورد  RCPآنيزيم محيدود كننيده بير روي محصيول  21تعيداد بازهيايي كيه توسيط  -2-3جدول شماره 
گيردد تعيداد جفيت بازهياي مربيوط بيه  ميانطور كيه ملاحويه ميدهد. ه اند را نشان مي بررسي قرار گرفته
كه بطور مسيتقيم مطالعيه  suipsac.Nماهي  ANRtژن  2،  I، ژن سيتوكروم اكسيداز pool-Dناحيه 

















 2،  I، ژن سيتوكروم اكسيداز pool-D تعداد جفت بازهاي بررسي شده از ناحيه  -2-3جدول شماره 
 توسط آنزيمهاي مورد استفاده  suipsac.Nماهي  ANRtژن 
تعداد جفت 
 بازشناسايي شده
 تعداد محلهاي قطع
تعداد باز محل 
 شناسايي
 نام آنزيم
 IulA 4 4 61
 I62wlA 4 3 21
 INesB 5 2 11
 IarD 6 2 21
 IobM 4 3 21
 IasR 4 2 8
 IsaT 4 1 4
 IIcniH 6 1 6
 IRusB 4 2 8
 5821hsB 4 2 8
 I1niH 6 1 6
 I51usB 6 2 21
































 ,.la te nosugreF( .سيال قبيل شيروع شيده اسيت  53مطالعيات مولكيولي دربياره جمعييت ماهييان از 
به طوري كه از پارامترهاي مورفومتريك و مريستيك به تدريج به سوي مطالعات بيوشيميايي و  )5991
رشييد نمييود و امييروزه اسييتفاده از نشييانگرهاي مولكييولي  ANDtmو  ANDسييپس مولكييولي مبتنييي بيير 
باشند در تخمين تنيوع ژنتيكيي رواج يافتيه  كه متأثر از فاكتورهاي محيطي نمي PLFR، از جلمه AND
 است.
. )1991 ,eluoS dna leknarF(تنوع ژنتيكي، اطلاعات خام، براي تغيير تكاملي در بيين جمعيتهاسيت
تنوع ژنتيكيي را بيه عنيوان يكيي  )NCUI(ها و منابع طبيعي  المللي حفاظت از گونه بنابراين اتحاديه بين
ايين لحياظ  . از)0991 ,.la te yleencM(ها بييان كيرده اسيت  از سه عاميل ضيروري حفاظيت از گونيه
توانيد مفييد و اسياد معرفيي و پيشينهاد بيراي حفاظيت از ييك گونيه باشيد  يه  اطلاعات ژنتيكي زمياني مي
گونياگوني ژنتيكيي  )1002 ,sirumaM(.همراه با فاكتورهاي اكولوژي و بيولوژي آن گونه جميع شيود 
گيردد و  بعيد منتقيل مي هاي شيود بلكيه بيه نسيل بعنوان صفات ماندگار يك گونه با مر جانيدار ناپدييد نمي
 شوند. بندي محسوب مي بعنوان عوامل پايدار و اسناد محكمي در مطالعات رده
نمايييد. يكييي از راههيياي  دانسييتن سيياختار ژنتيكييي آبزيييان كميك مهمييي در بررسييي تنييوع ژنتيكييي آنهييا مي
اي و  گونيه هيا بيوده وشناسيايي تحيولات درون بررسي ساختار ژنتيكي آبزييان، اسيتفاده از ژنتييك جمعيت
باشيد. اميروزه هيدف  برداري مي ساختار جمعيت يكي از نيازهاي اساسي در اعمال مديريت صحي  بهره
اي،  آناليز ساختار جمعيتيي، تنيوع ژنتيكيي، ارتباطيات گونيه  اصلي آزمايشات ژنتيك مولكولي در آبزيان،
 .)7991 ,iealokliG inavzeR ;5991 ,uL(باشد  بندي آنها مي سيستماتيك و طبقه
 
 برداري: نمونه -6-4
باشيد. در هير  هايي ميورد نيياز مي هياي ژنتييك جمعييت، تعييين تعيداد نمونيه از ميوارد مهيم بيراي ارزيابي
ها با نتايج بدست آمده ارتباط دارد به طوريكه هرچه تعداد نمونه بيشتر باشد، ارتباط  مطالعه، تعداد نمونه
نمونيه بيراي مطالعيه  15تعيداد  7991 ,thgirw dna llennoc’Oبيشيتري بيا نتيايج دارد. طبيق نوير 
 ).6831ها كافي است و نتايج آن قابل اطمينان است (نوروزي،  ساختار جمعيت گونه
 412تعيداد  sulahpec sucsicueLدر بررسيي جمعييت  )8991,.al te uodirismI(بيه طيور مثيال 
 استفاده شد.  PLFRدر بررسي  eceerGمنطقه از  21نمونه از 
 15-16تعيداد sucinallegam sunorurcaMدر بررسيي جمعييت  )5002 ,.al te otamA(و ييا 
 استفاده شد. PLFRنمونه از هر منطقه در اقيانود اطلس در برسي 
منطقيه  3باشيد كيه از  عيدد مي 53-15بيه تعيداد در ايين بررسيي همانگونيه كيه قيبلاا  كير گردييد، نمونيه 
ي شد و با استفاده از پرايمير برگرفتيه شيده از اينترنيت (بانيك ژنيي، آور انزلي، چالود، بندرتركمن جمع
آنيزيم محيدود اثير انيدونوكلئازي روي  21ها انجام و عميل هضيم آنزيميي بيا  كليه نمونه RCP)، IBCN
انيد و هيچگونيه تنيوع  هيا يكنيواختي ژنوتييا را نشيان داده صورت پذيرفت كه تميام آنزيم RCPمحصول 




 :ANDاستخراج  -2-4
موجييود اسييتخراج گييردد، در مييورد ماهيييان نييوع بافييت مييورد مطالعييه  ANDدر بررسييي ژنتيكييي بايييد 
ها بيه  ها، باليه و  ييره باشيد.در بررسيي حاضير از باليه توان بافت ماهيچه، خيون، قليب، فليس، آبشيش مي
 استفاده شد. ANDعنوان منبع استخراج 
 & siliHكلروفرم  -توان به روش فنل وجود دارد از جمله مي ANDروشهاي متفاوتي براي استخراج 
اشاره كرد  )0002 ,.la te nwouqcM(، وكيت  )9991 ,.la te wahS(، اتانول  )0991( ,zitroM
 ).6831(نوروزي، 
كلروفيرم بيراي اسيتخراج  -بيا اسيتفاده از فنيل )0991( ,zitroM & siliHدر ايين بررسيي از روش 
كلروفييرم وقييت گييير بييود و در -اسييتفاده شييد. روش فنيل )suipsac.N(از بالييه گاوميياهي خيزري  AND
صورتي كه محلولهاي مورد نياز به صورت استاندارد تهيه نگردند نتايج كار مطلوب نخواهد بود و اگر 
حاصيل داراي آليودگي  ANDهاي داخل نمونه نشيود، در هنگام استخراج دقت كافي در جداسازي محلول
 اثرات نامطلوبي ايجاد خواهد كرد.  RCPفنلي و پروتئيني خواهد بود، كه در توليدات حاصل از 
 
 پرايمرهاي مورد استفاده: -8-4
شود. اين پرايمرها بسته به محل طراحي آنها،  جفت پرايمر استفاه مي 2از يك و نهايتاا  PLFRدر تكنيك 
به طور مثال، در ژنوم ميتوكندري، در ابتدا ژنوم مورد نور نشسيته و آن را تكثيير ميي كنيد. در ايين  كه
تكثييير از پرايمرهييايي بايييد اسييتفاده كييرد كييه در حييد امكييان اختصاصييي و مخييتص آن گونييه باشييد و در 
ده آن هاي نزدييك بيه آن و ييا خيانوا تيوان از پرايمرهياي مخيتص گونيه صيورت نبيود چنيين پرايميري مي
 توان از پرايمرهاي خانوادة ديگر استفاده كرد. استفاده كرد. در صورت نبود چنين شرايطي مي
جفييت پرايميير اسييتفاده شييد، چييون اييين گونييه بييومي خييزر بييوده و تيياكنون بررسييي  3در اييين تحقيييق، از 
رايمر هاي مشابه آن صورت نگرفته است در نتيجه پ اين گونه و گونه ANDtmمولكولي بر روي ژنوم 
اسيتفاده شيده  )5991( ytrohguoDمختص اين گونه وجود نداشته بنابراين از پرايمر برگرفته از مقاله 
 كه جهت تکثير ناحيه 
شييد  بينييي مي ) و پيش1OG,OGاسييتفاده شييده بييود، ( sumotsonalem.N ميتوكنييدري گونييه pool-D
حصول آن بير روي ژل پليي ، مRCPجفت باز باشد ولي بعد از انجام عمل  157حدود  RCPمحصول 
حاصيل از  RCPجفت باز بوده است. چون انيدازه محصيول  174اكريلاميد برده شده و اندازه آن حدود 
اين پرايمر  وچک بوده اسيت و بيرای هضيم آنزيمي  تنهيا مي  تيوان از تعيداد  مي  آنيزيم اسيتفاده  يرد و 
ييك جفيت پرايمير ديگير كيه از مقالية  نتيجه مطليوب و قيانع  ننيده ايي  بيه دسيت نخواهيد آميد در نتيجيه از
ميتوكنيدري  pool-Dو ناحييه  ANRt، 2، ژنIكه مجميوع ژن سييتوكروم اكسييد از  )5002( gnahC
را ميورد بررسيي قيرار داده اسيت، نييز اسيتفاده شيد، انتويار  sutaicsafalucam suibogoniRگونيه 
، براي تمام نمونه هيا RCPجفت باز باشد ولي محصول  4212-6212، حدود RCPرفت محصول  مي
 بوده است. جفت باز  117بعد از بردن روي ژل پلي اكريل آميد حدود
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 sumotsonalem.Nميتوكنيدري  pool-Dبراي اطمينان از نتايج كار، يك جفت پرايمر جديد از تيوالي 
 SISNAD) موجود مي باشد، با استفاده از نرم افزار IBCN، كه در شبكه اينترنتي (بانك جهاني ژن، 
تر بودنيد. انتويار ميي رفيت كيه انيدازه  طراحي شد. اين پرايمرها نسيبت بيه پرايمرهياي قبليي اختصاصيي
،  RCPجفيت بياز باشيد وليي نتيايج حياكي از آن بودكيه محصيول  136حيدود  RCPمولكيولي محصيول 
 جفت باز بوده است.  113حدود 
ن ميي دهيد، بيه چيه عليت ميي باشيد اينكه اين گونيه ايين مييزان كياهش را در طيول ژنيوم ميورد نوير نشيا
ژنيوم هير دو  )gnicneuqes(و تيوالي ييابي  )gninolC(سيازي  مشيخص نيسيت و ايين نيياز بيه همسانه
هيا را بيا هيم  هاي مورد استفاده و گونه گاوماهي خيزر دارد، بعيد از ايين كيار توالي گونه موجود در مقاله
 مقايسه كرده و علت اين تفاوت بيان مي شود. 
تحقيقاتي كه روي ساير گاوماهييان كيه بيا اسيتفاده از ايين پرايمرهيا انجيام گرفتيه نتيايجي بيه ايين  متأسفانه
) را بير 1OG,OG( )5991( ytrehguoD,صورت نداشته در نتيجه اينجانب اسيتفاده از پرايمير مقاليه 
(به علت در دسترد و موجود بيودن ايين گونيه در دريياي خيزر) و  N.sumotsonalemروي دو گونه 
ژنيوم ميتوكنيدري هير دو گونيه توانسيتند بيا اسيتفاده از ايين  pool-Dاعميال نميوده، ناحييه  suipsac.N
 sumotsonalem.Nبيراي گونيه  RCPپرايمير تكثيير يابنيد و ايين در حيالي بيوده اسيت وزن محصيول 
 جفت باز مي باشد.  174حدود  suipsac.Nجفت باز و براي گونه  157حدود 
 واند اين تفاوت وجود داشته باشد؟ اما اينكه چگونه مي ت
هاي هير  . ژنوم اين دو گونه داراي ساختاري كاملاا متفاوتي بوده به نحوي كه اين تفاوت در تمام نمونه1
 ها مشهود باشد.  يك از گونه
 هاي مشابه كه البته اطلاعات آنها موجود نميي باشيد داراي تيوالي . ممكن است گونه خزر و ساير گونه2
داراي تواليهييياي  sumotsonalem.Nجفيييت بييياز باشيييند و گونيييه  174ميتوكنيييدري حيييدود   pool-D 
باشد كيه ايين تواليهياي تكيراري موجيب افيزايش تيوالي ژنيوم شيده، بيدون  staeper modnatتكراري يا 
 اينكه در فعاليت ژنوم نقش بارزي داشته باشند. 
. ممكييين اسيييت يكيييي از پرايمرهييياي ميييورد اسيييتفاده محيييل پهليييوگيري متفييياوت از ژنيييوم موجيييود در 3
، محل اصلي خود را  3را انتخاب كرده و به دليل تفاوت جزئي در توالي انتهاي  sumotsonalem.N
مورد نور بيه نحيو نياقص نديده گرفته و موجب ازدياد ژنوم از آن نقطه نشده باشد در اين صورت ژنوم 
 زياد شده باشد. 
. ممكن است پرايمرهاي مورد نور براي گونيه خيزري پرايمرهياي اختصاصيي نبيوده و تقريبياا مشيابه 4
جفيت  174داشيته باشيد و بانيدي كيه  ANDtmنقاط مختلف پهلوگيري را در ژنوم  DPARپرايمرهاي 
ت بيشتر بوده و باندهاي اضافي كه در جريان باز بوده نسبت به ساير نقاط پهلوگيري داراي قدرت و شد
حذف گرديدند در واقع همان بخشي از ناهنجاريهايي بوده كه به دليل  ير اختصاصيي  RCPست كردن 
 بودن پرايمرها ظهور مي كردند. 
هاي مشيابه راه حيل مناسيب  جهت اثبات تمام احتمالات ياد شده، تيوالي ييابي ژنيوم هير دو نمونيه و نمونيه





باشييد. توسييعه نشييانگرهاي ژنتيكييي،  نشييانگر شييروع دوران بييه طييور كلييي متفيياوت در علييوم زيسييتي مي
كشيف  ANDانقلابي بزر در بررسي ژنتيك جيانواران بوجيود آورده اسيت. بيا اسيتفاده از ماركرهياي 
پيذير شيد. نشيانگرهاي ژنتييك جمعييت در جامعيه آبزييان شيامله  تنيوع ژنتيكيي در ژنيوم جيانوران امكان
و  PCSS، etilletasorciM، PLFA، DPAR، PLFR، AND tairdnohcotiM، semyzollA
با يك پيشرفت سيريع در تحقيقيات آبزييان، تنيوع  ANDباشد. استعمال نشانگرهاي  مي TSEماركرهاي 
هاي آبزييان را امكيان پيذير  ژنتيكي براي گونه  ژنتيكي، همخوني، تعيين والد، تعيين هويت و ترسيم نقشه
به عنوان اولين گلوله در اين انقلاب مورد توجه  PLFR). نشانگر 6002 ,.la te vocaitsihCساخت(
بايد به وسيله آنزيمهاي محدود كننده هضم شود.آندونوكلئازهاي  RCPقرار گفت.در اين تكنيك محصول 
جفييت بيياز را  8و يييا  6، 5، 4محييدود كننييده، آنزيمهيياي باكتريييايي هسييتند كييه تييوالي نوكلئوتيييدي ويييژه، 
كننيد. نتيايج هضيم  شيوند قطيع مي رو مي هيا روبيه را در هرجا كه بيا ايين توالي ANDكنند و  شناسايي مي
توانيد در مييان افيراد،  شيان مي محيدود كننيده ايجياد قطعياتي اسيت كيه تعيداد و اندازه بيا آنزيمهياي AND
 ).4002 ,.la te ,noewK )ها و جمعيتها متفاوت باشد و تنوع بوجود آورد گونه
در آشكارسيازي تنيوع ژنتيكيي در مقايسيه بيا نشيانگرهاي پيشيرفته اميروزي نسيبتاا  PLFRتوان نشيانگر 
ترتييب مجييدد از مكانهييا شيامل منيياطق محييدود هسيتند كييه در ژنييوم بسييياري از  باشييد. تكييرار و پيايين مي
ها ممكن است كياملاا گسيترده باشيند، ايين حاليت در جانيداران پسيت و جيانوراني كيه در اثير عواميل  گونه
 ).6002 ,gnaWشود( مختلف، ژنوم آنها دچار تغييرات زيادي شده است بيشتر ديده مي
باشد، دو آلل در يك فيرد جهيت آنياليز بيا  آللي مي 2است كه اين ماركر  اين PLFRمزيت اصلي نشانگر 
شود. زيرا تفاوت انيدازة ايين دو آليل در بيشيتر اوقيات زيياد اسيت در نتيجيه محاسيبه نسيبتاا  هم مشاهده مي
باشيد  اين است كه روش بسيار دقيقي براي بررسي ژنتييك جمعييت نمي PLFRآسان است.  عيب اصلي 
 .)4002 ,uiL(دهد  پاييني از پلي مورفيسم را نشان ميو سط  نسبتاا 
) دريافتنييد كييه بييه طييور كلييي احتمييالا در موجييودات دريييايي، تنييوع 1991(etihW و   nednevO  
خيلي كم است و فاكتورهايي مثل اثر شرايط نامناسب و محدود و يا مير و ميرهياي فياميلي  ANDtm
 ,imezakruoPباشيد( از عواميل بيروز اخيتلاف نوكلئوتييدي ميافتد، يكي  اي اتفاا مي كه به دلايل ويژه
 ).2831، نقل از شجاعي، 6991
در  suipsac.Nهاي مربوط به گونه  دارد كه اختلاف ژنتيكي بين نمونه نتايج مطالعه حاضر نيز بيان مي
سه منطقه انزلي، چالود، بندر تيركمن واقيع در طيول سياحل حوضيه جنيوبي خيزر وجيود نداشيته، و از 
جفيت بياز  211آنجيا كيه تعيداد بازهيايي كيه در ايين بررسيي بطيور مسيتقيم ميورد مطالعيه قيرار گرفتنيد،
-Dه ، ناحييANRt، 2، ژنIباشد و با احتساب تعداد جفت بازهاي مجميوع ژن سييتوكروم اكسييد از  مي
% از ژن مذكور مورد بررسي قيرار گرفتيه اسيت ليذا سيطو  51) تقريبا 117pb( suipsac.N، pool
هاي بيشيتر و بيا  هاي انجام شيده در تعيداد نمونيه تنوع بسيار كم مشاهده شده است و لازم است كه بررسي
طالعيه در گونيه هاي ميورد م تر صيورت پيذيرد و بيه دلييل اينكيه تميام نمونيه اسيتفاده از آنزيمهياي متنيوع
توان  باشند، مي انزلي، چالود، بندرتركمن، داراي طر  ژنوتيپي يكسان مي  در سه منطقه، suipsac.N
باشييييند.  درسييييه منطقييييه مييييورد بررسييييي بييييا هييييم مشييييابه مي suipsac.Nنتيجييييه گرفييييت كييييه گونييييه 
ه مورد مطالعي PLFR-RCPرا در درياي خزر را با روش  otipac subraB)جمعيت 1831لالوئي،(
قرار داده است و متوسط تعداد نو لئوتيدهايي كه در اين بررسي ميورد مطالعيه قيرار گرفتيه اسيت حيدود 
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درصد از كل ژنوم ميتوكنيدري  1و يا حدود  bدرصد از ژن سيتوكروم  59باشد، در واقع  مي 211 pb
دسيت آميده در اين تحقيق مورد بررسي قيرار گرفيت و هيي  تنيوعي دييده نشيده،در حيالي كيه طيي نتيايج ب
در درياچييه گريييت و درييياي سييياه بييا اسييتفاده از روش  sumotsonalem.Nجهييت بررسييي  جمعيتهيياي 
مييا بييين جمعيتهيياي اييين گونييه در دو منطقييه  ANDtm، حيياكي از وجييود اخييتلاف ژنوتيپهيياي ANDtm
ميييورد مطالعيييه بيييوده اسيييت در صيييورتي كيييه تصيييور بييير ايييين بيييوده اسيييت كيييه بيييا توجيييه بيييه اينكيييه 
سال است به عنوان يك گونه  ير بومي وارد درياچه گريت شيده اسيت،  11حدود  sumotsonalem.N
.  همچنييين بررسيي  سکانسييينگ ژن 5991( ,.la te ytrehguoD( منشيياد آن از درييياي سييياه باشييد
درييای خيزر تنيوع ژنتيکي  پيايين  را  sumotsonalem.N   ،گونيه ANDtmدر ژنيوم  bسييتو روم 
نشيانگرهای مولکيول  ابيزار مناسيب  در ارزيياب  )6002 ,.oemuT dna neipetS(. نشيان داده اسيت 
تنوع ژنتيک  هستند.هر يک از اين نشانگرها تواناي  های متفاوت  دارند و جنبه های مختلف  از ساختار 
 خاير را آشکار ميکنند بنابر اين بسياری از محققين بوسيله تکنيکهای مختلف مولکيول  سياختار  خياير 
سياختارژنتيک  تاسيماهيان سيواحل جنيوب  درييای خيزر از  )6991(imezakruoP کننيد.را بررس  مي
ميتو ندرياي  بررسي   يرد اميا  ANDو  PLFRجمله جمعيت ماه  ازون برون را بوسيله آلوزايم ها، 
منطقيه جغرافيياي  و پيرا نش هاپلوتييا هيا در تشيخيص  4عدم تفاوت معن  دار در فراوان  الل هيا بيين 
لت جريان بالای ژن  بين جمعييت هيا، حساسييت پيايين روش بکاررفتيه، تعيداد  يم نمونيه و جمعيت به ع
شيايد بيه  pool-Dمناسب نبودن ژن مورد مطالعه عنوان  رد.به نور وی اختلافات  يم در تيوال  ناحييه 
بسيارحفاظت شده است و بيرای مطالعيه فيليوژنتيک  مناسيب نمي    ANDtmدليل اين است  ه مولکول 
گونيه تياد  5ميزان بيالاي  از تنيوع تيوال  را در بيين  6/5DNمطالعه تعيين توال  قسمت  از ژن باشد. 
ماه  نشان م  دهد و ممکن است اين قسمت برای مطالعات جمعيت  و فيلوژنتيک  مناسب باشد.شعبان  
در روی ميتو نييدری توانسييت ازون بيرون ولگييا و  6/5DNو  pool-D) بييا بررسيي  دو ناحيييه 4831(
حوضه جنوب  خزر را از هم جدا  ند ول  اختلاف معن  داری در بيين نمونيه هيای جميع آوری شيده در 
نواح  مختلف بخش جنوب دريای خزر مشاهده نکرد و دلييل ايين امير را نبيودن ميانع جغرافيياي  جهيت 
ونيه هيای ميورد بررسي  شيده و صييد ماهييان محيدوده جداسازی مناطق جنوب  از يکيديگر، تعيداد  يم نم
 ). 6831رودخانه تجن از دريا دانست (نوروزی، 
در بررس  حاضراز آنجاي   ه با استفاده از آنزيمهای هضم  مورد استفاده در اين تحقيق الگوهای پل  
ين نمونيه هياي مورفيسم يا چند شکل  مشاهده نگرديد، نشان دهنده اين حقيقت است  ه اختلاف ژنتيكي بي
در سواحل سه منطقه انزلي، چيالود و بنيدر تيركمن واقيع در حوضيه جنيوبي خيزر وجيود  suipsac.N
موجيود در منياطق ميورد نوير از ييک جمعييت واحيد تشيکيل شيدند.   suipsac.Nنداشيته و تميام  خياير 
زيسيت  در  همچنين اين گونه در زمان لاروی دارای زنيدگ  پلاژييک مي  باشيد، نبيود موانيع فيزيکي  و
دريای خزر (مثل سد و  يره)  ممکن است باع  انتقيال جمعييت ايين لاروهيا بيه منياطق مختليف درييای 
خزر توسط امواج گردد،از سوی ديگر نمونه هاي به بلو  رسيده اين گونه هيچگونه مهياجرتي در سيال 
متيري را در  12-15نداشته و تنها حركت آن جهت ييافتن  يذا و ييا مهياجرت عميودي كيه فاصيله حيدود 
 113-1162كنند و ميزان توليد مثل اين گونه نيز بيالا مي  باشيد(  جهت تغيير فصل و آب و هوا طي مي
عيدد در هير تخيم ريييزی)،و همچنيين صييد اييين گونيه بيه صيورت ضييمن  در جرييان فعاليتهيای صيييد و 
پليي مورفيسيم  تيوان عيدم مشياهده بهربرداری ساير گونه های آبزيان دريای خزر صورت م  گييرد. مي
و يييا  ANDtmآوري شييده را از چنييد جهييت تفسييير كيرد. اسييتفاده از ژنهيياي ديگيير  در نمونييه هيياي جمييع
تواند نتايج شفاف تري را نشان دهيد.  استفاده از تعداد نمونه هاي بيشتر و يا تعداد آنزيمهاي متنوع تر مي
گاومياه  خيزری نبيوده و همچنين ممکن است ا ژن ميورد بررسيي، ژن مناسيبي بيراي بررسيي جمعييت 
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تيوال  ميورد اسيتفاده دچيار هيچگونيه موتاسييون در طي  دوران تکيامل  خيود نگردييده اسيت و چيه بسيا 
ژنهای ديگر نتايج متفاوت  را نشان دهند.اگر چه اين ژنوم قابليت تفکيک جمعيت  خاير گونيه گاومياه  
اوت فاحش اندازه طول توال  ژن ميورد خزری را از خود نشان نداده است، اما نتيجه بارز اين تحقيق تف
) را نشان داد  ه نتيجه قابل توجه  بيرای 5002( gnehCقرار گرفته با نتيجه منتشر شده توسط  RCP
بررس  های بعدی و تکميل  خواهد بود.همچنين ممکن است به دليل شرايط ا ولوژيک  دشواری  ه در 
صييد و صييادی بر خياير درييای خيزر توسيط  درييای خيزر در دو دهيه اخيير پييش آميده و اعميال فشيار
 شورهای حاشيه خزر، موجب حذف افراد جمعيت با ژنوتيپهيای متفياوت گردييده و ژنوتييا موجيود بيه 

















هياي نيادر  هاي محدودگر در مباح  ژنتيك جمعيتي، دستيابي بيه جمعيت استفاده از تعداد بيشتر آنزيم -1
هييا و  تر خواهييد كييرد. در اييين خصييوص بررسييي فيلييوژنتيكي بييا تعييداد بيشييتر آنزيم ژنتيكييي را سيياده
، فاصيييله ژنتيكيييي را در صيييورت بيييروز suipsac.Nهاي متفييياوت  گروههييياي خيييارجي از گونيييه
ژنتيكي بين جمعيتها مشخص خواهد كرد. درآنصيورت احتميال منشياد اولييه مشيتق شيدن  هاي تفاوت
 هاي حاصله با آناليزهاي متفاوتي تعيين خواهد شد. جمعيت
در حوضيه جنيوبي خيزر در ايين تحقييق انجيام گرفيت، پيشينهاد  suipsac.Nبررسي ژنتيك جمعيت  -2
ه بعنيوان مكميل ايين تحقييق انجيام شود، بررسي خصوصيات كروموزومي و كاريوتايا اين گوني مي
 شود.
 هاي گاوماهيان درياي خزر. مطالعه مولكولي ساير گونه -3
هاي تجياري دريياي خيزر بيا روش نيوين ژنتييك مولكيولي در ارزييابي و  هياي گونيه مطالعيه جمعيت -4
 شود. مديريت  خاير طبيعي و پرورشي پيشنهاد مي
جهت بررسي بيشتر و  DPAR، PLFA، etilletasorciMتر همانند  استفاده از تكنيكهاي پيشرفته -5







، احتمال داده ميي شيود كيه تكنييك و ييا ژن ميورد بررسيي، PLFRبا توجه به نتايج بدست آمده از روش 
 نمي باشد در نتيجه از تكنيك مولكولي ديگيري بيه نيام suipsac.Nمناسب جهت بررسي ژنتيك جمعيت 
 ) استفاده شد. etilletasorcim(  ريزماهواره اي 
تري بيراي بررسيي تنيوع ژنتيكيي جمعييت  روشيي مطميئن و قيوي PLFRاين تكنيك در مقايسه با تكنييك 
 .) 4002 ,uiL( .    ها به شمار مي آيد  گونه
نوييييري از تكرارهييياي نسيييبت هيييم  ، نيييوع بي )SRSS(اي كوتييياه تكيييراري هييي ها ييييا توالي مايكروسيييتايت
اند و همچنيين مييزان بيالايي از پليي  هاي ژنومي هستند كه به فراوانيي در طيول ژنيوم پراكنيده شيده توالي
ها ماركرهايي هم بارز با اندازه نسيبتاا كوچيك هسيتند كيه  مورفيسم اللي را نشان مي دهند. مايكروستلايت
هاي عليوم پاييه،  تكثيير ميي شيوند و هميين امير اسياد كياربردي بيالاي آن در زمينيه RCPر به راحتيي د
بيولوژي علمي، پزشكي از جمله اپيدميولوژي مولكولي، ژنتيك جمعيت، حفاظت، نقشه ژني و توصييف 
 ويژگيهاي ژني است. 
دييك، انيدازه كوچيك و هاي نز به علت داشتن چند شكلي بالا، قابليت استفاده ماركرهاي يك گونيه در گونيه
 te vokaitsihCرديابي وسيع كاربردي بالايي در زمينه تنوع بنيادي موجودات و علوم پزشكي دارند(
 ).6831نقل از نوروزي،   5002, , ,.la
بيه منويور بررسيي تنيوع ژنتيكيي جمعييت گياو مياهي خيزري حوضيه جنيوبي خيزر بيا اسيتفاده از روش 
 15ايسيتگاه متفياوت، انزليي ( 3هي از جنوب درياي خزر واقيع در نمونه ما 531مايكروستلايت، تعداد 
نمونه) جمع آوري شيد. سيپس قسيمتي از پاييه هير ييك از  53نمونه) و بندر تركمن ( 15نمونه) چالود (
% قيرار داده شيد و مجميوع آنهيا بيه آزمايشيگاه بيوتكنوليوژي 69نمونه ها جدا شيد. و داخيل الكيل اتيلييك 
 واقع در خزر آباد ساري منتقل گرديد.  پژوهشكده اكولوژي خزر
 ANDكلروفييرم اسييتخراج و سييپس كميييت و كيفيييت  –ژنييومي هيير يييك از آنهييا بييه روش فنييل  AND
اسيييتخراج شيييد. بيييا اسيييتفاده از روش اسيييپكتروفتومتري و الكتروفيييورز ژل آگيييارز تعييييين شيييد. واكييينش 
لايت برگرفتيه از دو مقاليه شيامل جفيت پرايمير مايكروسيت 21بيا اسيتفاده از  )RCP(اي پليميراز  زنجييره
 avolicoksyVو )8eMN,7eMN(،sumotsonalem.Nكيه مربيوط بيه گونيه  )7002( ruofuD
، irelssek.Nكيييييييييييييييييييييييييييييييييييييه مربوطيييييييييييييييييييييييييييييييييييييه بيييييييييييييييييييييييييييييييييييييه گونيييييييييييييييييييييييييييييييييييييه  )7002(
) 29GN,17GN,07GN,82GN,481GN,531GN,711GN,511GN,512GN,111MN(
 ,389999QD ,289999QDباشد صورت گرفت. كيه  يد دسيتياب  ايين پرايمير هيا در بانيک ژني   مي
 ,829920FE ,629920FE ,529920FE ,429920FE ,839920FE ,739920FE
 م  باشد. 939920FE ,539920FE ,339920FE ,139920FE
آميزي شيد.  % الكتروفورز و با نيترات نقره رنگ8پلي اكريل آميد   محصول تكثير شده با استفاده از ژل
محاسيبات ژنتيكيي  )pb(نيدازه و طيول هير بانيد برحسيب جفيت بياز دهي بيه اللهيا بير مبنياي ا پس از رتبه
فراواني اللي، اللهاي اختصاصي، تنوع ژنتيكي و متوسط هتروزايگوسيتي مشياهده شيده و قابيل انتويار، 
،  بير  tsF،  tsRمقيادير  ،  )8791 ,ieN( واينبير ، مييزان شيباهت و فاصيله ژنتيکي  –تعادل هاردي 
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) xelAneG) 5002 ,esuomS dna llakaePه از نيرم افيزار بيا اسيتفاد AVOMAاسياد تسيت 
 محاسبه شد. 
جفيييت آن چنيييد شيييكلي (پليييي  5جفيييت پرايمييير ميييورد اسيييتفاده  21نتيييايج ايييين بررسيييي نشيييان داد كيييه از 
جفيييت، تييييك  6) نشيييان دادنييييد و 511GN ,111GN ,512GN ,17GN ,29GNميييورف)(
)  و در ييک پرايمير 8eMN ,7eMN ,07GN ,531GN ,481GN )711GN شيكل(مونومورف)،
 ).1(جدول،92GN(الگوی حاصل نامفهوم بوده است (
گاو .جايگاه ژن، اندازه آللها ، دماي اتصال و ميزان مواد مصرفي در آناليز ريزماهواره اي  6جدول 
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، چالود 31/8باشد  ه اندازه متوسط آن در انزلي  مي 11/8متوسط آللهاي مشاهده شده در هرلوكود 
بوده است. متوسط هتروزايگوسيتي مشاهده شده و مورد انتوار  براي همه  9/8و بندر تر من  11/6
شيرين باشد. . ميزان تنوع در ماهيان شور بسيار بيشتر از ماهيان آب  مي 1/458و 1/938لوكوسها
) و ميزان آن در 1/86) و مقدار آن در ماهيان زود كوچ بينابين ماهيان آب شيرين و شور (1/97است (
 ) م  باشد1/94شيرين ()0002 ,esiva & ydooweD(ماهيان آب  
 )10/0≤Pواينبر در تمام نمونه ها )مشاهده شد.-) انحراف معن  دار از تعادل هاردی
 
 برداری : نهتنوع ژنتيکی ميان مناطق نمو
تيا  1/351فاصله ژنتيک  بين هر جفت از مناطق ميورد بررسي ، بيه مييزان (بيين انزلي  و چيالود) 
محاسبه شد. بطور  ل  شباهت در ساختار ژنتيک  بين دو منطقه و انزل   1/383(بين انزل  و گرگان) 
انزل  و )  ه از لحاظ مسافت جغرافياي  به هم نزديک ترند بيشتر از دو منطقه ديگر 1/858و چالود (
 باشد. ) م 1/286گرگان(
دهيد كيه حيداقل سيه جمعييت  نتيجيه بيه دسيت آميده از بررسيي حاضير نشيان مينتيجده گيدري نهدائي: 
مختلييف از گاوميياهي خييزري در طييول سيياحل جنييوب درييياي خييزر يافييت مييي شييود، ه شييامل جمعيييت 
داده شيد  يه ژن هيای  عيلاوه بير ايين در ايين بررسي  نشيان بندرانزل  ، چالود و بندر تر من م  باشد.
روش مناسييب  بييرای تمييايز جمعيييت هييای  PLFR-RCPبييه روش  bو سيييتو روم  pool-D ,ANRt
گاوماه  خزری در طول ساحل حوضه جنوب  دريای خزر نبوده است و روش ريزماهواره ايي  روش 









































 ص.  135مباني زيست مولكولي و مهندسي ژنتيك، انتشارات ماني.   .1386امتيازي، گ.  -
  
بررس  سيستماتيک،پرا نش و برخ  از اختصاصات زيست  . .5786پيري، ح.   -
 ارشناس  ارشد ) سواحل جنوب  دريای خزر(آبهای استان گيلان) پايان نامه eadiiboGگاوماهيان(
 ص. 591دانشگاه آزاد اسلام ،تهران شمال.–شيلات، دانشکده علوم و فنون درياي  
 
گاو ماهيان درياي خزر (سيستماتيك، اكولوژي و اهميت آن) خلاصه رساله  . 6556رحيم اف، د.ب.  -
مركيز  ، ترجميه 1991علمي براي دريافت درجه علمي دكتراي علوم بيولوژي، انتشار به زبان روسيي 
 ص79تحقيقات شيلات گيلان (مترجم يونس عادلي).
  
بررسي تنوع درون گونه اي و ساختار جمعيتي بيه روش ژنتييك مولكيولي در . 4386رستملو، م.  -
آرتيماي ايران. پايان نامه دكتراي تخصصي بيولوژي دريا. دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات 
 ص. 111تهران، 
 
 ص.  315) (سيستماتيك). انتشارات حق شناد. 2. ماهي شناسي ( 2386ستاري، م.  -
 )siniffa esunepateM(. بررسيي ژنتيكيي جمعييت ميگيوي سيفيد.  2386شدجاعي كداوان، ل.  -
پايان نامه كارشناسيي  . ANDtmبر روي مولكول  PLFR-RCPخليج فارد و درياي عمان به روش 
 ص. 79ارشد بيولوژي دريا دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال. 
   
) در sutallets resnepicA( مقايسيه جمعيتهيای موليدين مياه  اوزون بيرون. 4386شدعبانی، ع. -   
) PLFR-RCP( درييييای خيييزر بيييا روشيييهای مولکيييول  شيييمال   (رودخانيييه ولگيييا) و جنيييوب  بخيييش
 برخي  ازنرماتيوهيای تکثيير آن.پاييان ناميه د تيری شييلات ، دانشيکده شييلات و محييط مورفولوژيک  و
 ص 121.زيست، دانشگاه علوم  شاورزی و منابع طبيع  گرگان
   
 16-45درياي خزر مترجم يونس عادلي.  7356كاسميوف.  -   
در آبهاي  otipac subraBبررسي مولكولي جمعيت ماهي  .6386لالوني، ف و همكاران  -    





. جييانوران و توليييدات زيسييتي درييياي خيزر متييرجم ابوالقاسييم شييريعتي، 5891مييائي سيييوفيلاتووا.  -
 .ناشر موسسه تحقيقات آموزش شيلات ايران. 3731
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 (  )noitalupoPجمعيت
 است  ه ژنوتيا آنها به عنوان طر  تصادف  از يک مخزن ژن  منفرد م از افراد بزرگترين اجتماع 
مثل  از  باشد.به عبارت ديگر يک جمعيت گروه  از افراد درون آميزش است  ه از نور توليد
گروههای توليد مثل  از هم جدا هستند اما به علت نبود جداسازی  امل ميان جمعيتها (يعن  وجود 
جريان ژن  بين جمعيتها) به عنوان گونه قلمداد نم  گردند. اعضای دو جمعيت از يک گونه اگر 
 فرصت  پيدا نمايند قادرند فرزندان بارور توليد  نند.
فراوان  ژنها در جمعيت و عوامل موثر بر آن است.در ژنتيک جمعيت  علم بررس ژنتيک جمعيت : 
تر يب ژن  و تکامل جوامع مختلف مطالعه م  شود.مطالعات در زمينه ژنتيک جمعيت با علوم ديگری 
چون ساير شاخه های علم ژنتيک، بوم شناس ، رده بندی، تاري  طبيع  و آمار همپوشان  
 زی)..نقل از نورو 4831دارد.(هالرمن،
 جايگاه ژن  بر روی  روموزوم است.لوکوس: 
 هر حالت از يک ژن خاص الل نام دارد.الل : 
 ژن   ه فقط دارای يک الل باشد. تک شکلی :
 ژن   ه دارای دو يا چند الل باشد.چند شکلی: 
افرادی  ه در يک لو ود معين، فقط يک نوع الل داشته باشند،يعن  دارای يک جفت  همو زيگوس:
 مشابه باشند.الل 
 افرادی  ه در يک لو ود معين، دارای دو الل مختلف باشند.هتروزيگوس: 
 ه از والدين به نتاج قابل انتقال  ANDهر گونه تفاوت در تر يب نو  لئوتيدی نشانگر مولکولی : 
بتن  باشد به عنوان نشانگر مولکول  به  ار گرفته م  شود و به دسته نشانگرهای مبتن  بر پروتئين و م
 تقسيم م  شود. ANDبر 
  )rekraM citeneG(:نشانگرهای ژنتيکی  
هر فنو تيا يا صفت (قابل توار ) موجود زنده  ه با صفت معادل خود در موجود زنده ديگر تفاوت 
داشته باشد يک نشانگر محسوب م  شود. نشانگر های ژنتيک  جايگاههای خاص روی يک 
های اختصاص  برای تجزيه و تحليل های ژنوم  به خدمت گرفته   روموزوم دارند  ه به عنوان نشانه
 روموزوم در افراد يک جامعه و يا نژاد  ه از   ANDم  شوند. در واقع تفاوت موجود بين رديف 
افراد به نتاج آنها منتقل م  گردد م  تواند به عنوان نشانه يا نشانگر ژنتيک   به  ار گرفته شود. برای 
ان نشانگرژنتيک  استفاده شود بايست  حداقل واجد دو ويژگ  متفاوت بودن در بين آنکه صفت  به عنو
دو فرد(بروز چند شکل )، همچنين قابليت توار  داشته باشد. نشانگرهای ژنتيک  به عنوان ابزاری 
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برای تهيه نقشه های پيوستگ  مولکول  و ارزياب  جايگاههای ژنتيک  چند شکل  در صفات اقتصادی 
 بردهای بالقوهای را در بر نامه های اصلاح  حيوان و گياه پيدا  رده اند. م   ار
 ه هي  گونه تواهری ندارند، نه صفت خاص  را   ANDتفاوتهای موجود در سط   AND :نشانگر 
 نترل م   نند و نه در رديف اسيد های آمينه رشته های پل  پلوييدی تاثير بر جا م  گذارند در واقع 
تعيين م   نند اين نشانگرها ژنوتيا موجودات  AND  چند شکل  موجودات را در سط   نشانگرهای 
را توصيف م   نند و در نتيجه توال  های  د  ننده و  ير  د  ننده را در بر م  گيرد.بررس  اين 
امکان پذير است و به آنها نشانگر های   ANDگونه تفاوتها فقط از طريق تجزيه و تحليل مستقيم 
 ).5831.، نقل از خوش خلق،  1831گويند(جوانرو  عل  آبادی،  ANDل  در سط  مولکو
فراوان  بالا، همبارز بودن ا ثر اين نشانگرها، امکان به  ارگيری آنها در تمام مراحل زندگ  حت  
دوران جنين  ، عدم تاثير از شرايط محيط  امکان استفاده از نرم افزارهای رايانه ای مختلف در آناليز 
ای  ير  د  ننده علاوه بر داده ها، قدرت تمايز بالای اين نشانگر ها، نمايان ساختن تفاوت بين ترتيبه
اختلاف موجود در تر تيبهای  د  ننده از مزايای اين نشانگرها م  باشد.اين نشانگر ها به دو دسته 
تقسيم م  شوند.انواع مختلف  از اين نشانگرها، با تفاوتهای  RCPو  ير مبتن  بر  RCPمبتن  بر 
از بندی و تجزيه و تحليل و تفسير نتايج به بسياری از لحاظ تکنيک ، روش توليد، نحوه  اربرد و امتي
، نقل 5731سرعت ابداع گرديدند و تحول  عويم در اطلاعات تنوع ژنتيک  ايجاد  رده اند (قره ياض  
 از خوش خلق).
 
 ( )  AND-tmالف) مواد ژنتيکی خارج کروموزومی
د  ه ژنوم ثابت شده است. هر چن ANDtmدر مطالعات مختلف دو منشا پدری و مادری برای 
ميتو ندری جانوری ا لب منشا مادری دارد، ول  منشا پدری ژنوم ميتو ندری در مگس سر ه و موش 
گزارش شده است. با توجه به اينکه ميتو ندری منشا مادری دارد نوتر يب  در آن انجام نم  گيرد، لذا 
نوم هسته شده است از اين خاصيت باع  بروز اختلاف ژنتيک  بيشتر در ژنوم ميتو ندری نسبت به ژ
سال از هم جدا بوده اند م   1111، 111، 11اينرو نشانگر خوب  برای تشخيص گروههاي   ه برای 
برابر بيشتر از ژنوم  11تا  5مهرداران عال  تقريبا  ANDtmباشد.سرعت جايگزين  نو لوتيد ها  در 
سرعت تغييرات  نو لئوتيدی در درصد تغيير به ازای هر ميليون سال م  باشد.  2هسته ای  است  ه 
نسبت به ساير قسمتها محفوظ    ANRt,ANRrنواح  مختلف ژنوم ميتو ندری متفاوت است .ژنهای 
 منطقه ای است  ه بيشترين تغيير را دارا م  باشد. pool-Dتر و ناحيه 
 setilletaSماهواره ها يا 
ژ  لريد سزيم، بخش  وچک  از در سانتريفو ماهواره ای زمان  مطر  گرديد  ه معلوم شد AND
 ل باند ماهواره ای تشکيل م  دهد  ه از باند ژنوم  اصل  جدا قرار م  گيرد  ه اين بخش  AND
جفت باز دارند  ه هزاران يا ميليونها بار  115 وچک دارای توال  های ساده ای است  ه  متر از 
احدهای تکراری بسيار  وتاهتر در ماهواره ای با و ANDتکرار م  شوند .بعدها انواع ديگری از 
ها شناخته م  شوند و  etilletasinimطول توال  ياب  ژن انسولين انسان  شف گرديد  ه تحت عنوان 
جفت باز م  باشند. سومين گروه ريز ماهواره يا مايکروستلايتها م   51-46شامل واحدهای تکرا ری 
 )RTS(باشند  ه تحت عناوين 
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شناخته م  شوندتوال  های taepeR ecneuqeS elpmiS )RSS(  يا taepeR mednaT elpmiS
هستند  ه دارای نگاره مر زی يا موتيف تکرار شونده ای به طول يک يا شش جفت  ANDتکراری 
نيز شناخته  )taepeR mednaT rebmuN elbairaV(RTNVباز م  باشند. دو گروه اخير به نام  
 م  شوند
 ).)5991 ,thgirW dna yllieR ,O 
 
 
 ETS و SDS ساخت با فر
 درصد (سديم دودسيل سولفات) 32 SDS
 و آب مقطر LCH،SDSمواد مورد استفاده:
درجه سانت   86ميل  ليتر آب مقطر در دمای  154در  SDSگرم  ريستال  111مقدار طرز تهيه:
 115 رسانده و سپس حجم اين محلول را به 7/2را به  HP، LCHگراد حل گرديد. با اضافه  ردن 
 ميل  ليتر رسانده شد. اين محصول در دمای آزمايشگاه نگهداری گرديد.
 
  ETS
 مولار 1/1 LCANمولار،  1/11 ATDEمولار، 1/51تريس مواد مورد استفاده:
مولار و گرم  1/11 ATDEمولار و گرم  1/51گرم تريس  ETSبرای تهيه يک ليتر طرز تهيه: 
رسانده و حجم  8را به  Hpآب مقطر دو بار حل نموده و ميل  ليتر  117مولار را در  1/1 LCAN









Population Genetic Structure of Neogobius caspius (Eichwald  
,1831) in the South Caspian sea using PCR-RFLP Marker 
 
Neogobius caspius is a small benthic fish that is native to the Caspian sea. The 
importance of this fish is because  of it is role   as a main  food resource of the 
Sturgeon fish.The genetic diversity of N.caspius population in the Caspian sea 
was studied using PCR-RFLP technique.Atotal of 135 samples of N.caspius 
were collected from costal line in the north Caspian sea, in culding specimens 
from costal of Anzali , torkman port and Chalus. 
Genomic DNA was extracted by phenol-chloroform method and then were 
amplified using a pair primer of cytochrom b gene, 2 tRNA gene and the control 
region sequences by a thermal cycler. 
 D2 (5'-CCGGAGTATGTAGGGCATTCTCAC-3'), 
CY1 (5'-YYTAACCRRGACYAATGACTTGA-3') 
12 restriction enzyme were used to digest the target gene region including: AluI 
- Alw26I(BsmAI) - BSeNI(BSRI)- DraI- MboI- RsaI – TasI – HincII  
BsuRI(HaeIII) - Bsh1285I – Hin1I - Bsu15I . 
Digested PCR products were observed by silver staining method followed by 
polyacrilamid gel electrophoresis (PAGE).The results were shown the same 
pattern among the species.there was no polymorphism and no difrentiontion in 
population in the Neogobius caspius fish and all individuals have shown 
homogenous genotype. 
 Key word: mtDNA, PCR-RFLP, Neogobius caspius, genetic population, 
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